Influencia del tratamiento térmico en la fibra alimentaria y azúcares solubles de productos vegetales by Rodríguez Sevilla, María Dolores
DEPARTAMENTO DE NUTRICION Y BROMATOLOGíA II:
BROMATOLOGíA
«INFLUENCIA DEL TRATAMIENTO TERMICO EN LA FIBRA ALIMENTARIA
Y AZUCARES SOLUBLES DE PRODUCTOS VEGETALES»
Tesis Doctoral que presenta
Dña María Dolores Rodríguez Sevilla
para optar al grado de Doctor en Farmacia.
DIRECTORAS
Dña. Araceli Redondo CLICIICa
Dña. María José Villanueva Suárez
Profesoras Titulares
UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID
FACULTAD DE FARMACIA
MADRID, 1993
UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID
FACULTAD DE FARMACIA
DEPARTAMENTO DE NUTRIC~0N Y BROMATOLOGIA ‘1
Bromatología
MARIA ESPERANZA TORIJA ISASA, CATEDRATICA
Y DIRECTORA DEL DEPARTAMENTO DE NUTRICION
Y BROMATOLOGíA II: BROMATOLOGíA DE LA
FACULTAD DE FARMACIA DE LA UNIVERSIDAD
COMPLUTENSE DE MADRID.
CERTIFICA: Que el presente trabajo titulado “Influencia del
tratamiento térmico en la flbra alimentaria y azúcares
solubles de productos vegetales» se ha realizado en este
Departamento bajo la dirección de la Dra. Dña. Araceli
Redondo Cuenca y Dra. Dña. María José Villanueva Suárez
y Constituye la memoria que presenta la Licenciada Dña.
María Dolores Rodríguez Sevilla para optar al Grado de
Doctor en Farmacia
Y para que conste a los efectos oportunos firmo el presente certificado en Madrid a
veintisiete de septiembre de mil novecientos noventa y tres.
ÉZZAst
UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID
FACULTAD DE FARMACIA
DEPARTAMENTO DE NUTRICION Y BROMATOLOGíA II
Bromatología
ARACELI REDONDO CUENCA Y MARIA JOSE
VILLANUEVA SUAREZ, PROFESORAS TITULARES
DEL DEPARTAMENTO DE NUTRICION Y
BROMATOLOGíA II: BROMATOLOGIA DE LA
FACULTAD DE FARMACIA DE LA UNIVERSIDAD
COMPLUTENSE DE MADRID.
CERTIFICAN: Que el presente trabajo titulado “Influencia
del tratamiento térmico en la fibra alimentaria y azúcares
solubles de productos vegetales» se ha realizado en este
Departamento bajo nuestra dirección y constituye la memoria
que presenta la Licenciada Dña. María Dolores Rodríguez
Sevilla para optar al Grado de Doctor en Farmacia.
Y para que conste a los efectos oportunos firmamos el presente certificado en Madrid
a veintisiete de septiembre de mil novecientos noventa y tres.
Deseo expresar mi agradecimiento:
— A las Dras D~ Araceli Redondo Cuenca y D~ María José Villanueva Suárez por su
dirección que ha contribuido de forma muy significativa a mi formación científica,
así como por su colaboración y ayuda en todo momento.
— A la Dra D~ María Esperanza Torija Isasa, Catedrática y Directora del I)epartamento
de Nutrición y Bromatología II: Bromatología, por su interés y valiosos consejos.
— A la Dra DR María Dolores Saco Sierra, Profesora Titular de Biología Vegetal, por
su colaboración y asesoramiento en el estudio microscópico.
— Al Dr. W.J. Klopper, director del CIVO-INO Food Analysis Institute y al doctor P.
Slump director del General Food Analysis Department del CIVO-TNO, Zeist
(Holanda) por aceptar mi estancia en su departamento. Al Dr. K. D. Bos y a M.C.E.
Wolters por la dirección del trabajo que realicé en dicho centro así como por su
hospitalidad y consejos.
— A D. Jorge Zapico por su asesoramiento en el estudio estadístico
— A D. David Blanco y D. José Antonio Budia por su colaboración en la
informatización de esta memoria.
— A D. José Manuel de Prádena por su colaboración a lo largo del desarrollo de esta
tesis.
— A todos mis compañeros del departamento que de alguna manera han contribuido al
quehacer diario.
— Al Ministerio de Educación y Ciencia por la concesión de una Beca para Formación
de Personal Investigador así como por la Ayuda para estancias breves en el
extranjero.
A mis padres y a Arturo,
a Mercedes y a Juan Angel III,
a Amadeo y a mi hijo Amadeo.
INDICE
página
1 PARTE GENERAL
1. INTRODUCCION
2. MATERIALES VEGETALES ESTUDIADOS 4
2.1. Zanahoria 4
2.1.1. Características morfológicas de la planta 4
2.1.2. Variedades 5
2.1.3. Cultivo 6
2.1.4. Operaciones posteosecha 8
2.1.5. Producción y consumo 9
2.2. Remolacha de mesa 10
2.2.1. Características morfológicas de la planta 10
2.2.2. Variedades 11
2.2.3. Cultivo 11
2.2.4. Operaciones postcosecha 12
2.2.5. Producción y consumo 13
2.3. Nabo 13
2.3. 1. Características morfológicas de la planta 13
2.3.2. Variedades 14
2.3.3. Cultivo 14
2.3.4. Operaciones postcosecha 14
2.3.5. Producción y consumo 15
2.4. Aspectos histológicos de la raíz 15
2.4.1. Estructura primaria 16
2.4.2. Estructura secundaria 22
2.4.3. Estructura de las raíces de almacenamiento 24
2.4.3.1. Zanahoria 25
2.4.3.2. Remolacha 27
2.4.3.3. Nabo 30
3. Estudio de la pared celular vegetal 32
3.1. Características generales 32
1
3.2. Ontogenia 32
3.3. Composición química de la pared celular 36
3.3.1. Polisacáridos estucturales 36
3.3.1.1. Celulosa 36
3.3.1.2. Hemicelulosas 39
3.3.1.3. Sustancias pécticas 40
3.3.2. Glicoproteinas 45
3.3.2. 1. Glicoproteinas estructurales 45
3.3.2.2. Glicoproteinas enzimáticas 47
3.3.3. Otros componentes asociados 47
3.3.3.1. Lignina 47
3.3.3.2. Cutina. Suberina. Ceras 48
3.3.3.3. Taninos 50
3.3.3.4. Sales minerales 50
3.4. Biosíntesis de los principales componentes 50
3.4.1. Biosíntesis de los polisacáridos de la pared celular 51
3.4.1.1. Síntesis de precursores. Polimerización 51
3.4.1.2. Biosíntesis de celulosa 56
3.4.1.3. Biosíntesis de hemicelulosas 57
3.4.1.4. Bisíntesis de pectinas 57
3.4.2. Biosíntesis de glicoproteinas 59
3.4.3. Biosíntesis de lignina 60
3.5. Estructura de la pared celular 60
3.5.1. Pared primaria 60
3.5.1.1. Pared primaria de plantas dicotiledóneas 62
3.5.1.2. Pared primaria de plantas monocotiledóneas 68
3.5.2. Pared secundaria 70
4. Evolución del concepto de fibra alimentaria 71
4.1. Investigaciones preliminares 71
4.2. Estudios epidemiológicos y primeras definiciones 73
4.3. Nuevas definiciones y discusión sobre los componentes 74
5. Efectos fisiológicos de la fibra alimentaria: investigaciones actuales 78
II
5.1. Aspectos generales 78
5.2. Efectos fisiológicos más importantes 84
5.2.1. Retardo del vaciamiento gástrico 84
5.2.2. Descenso de la absorción de nutrientes 84
5.2.3. Descenso del colesterol plasmático 85
5.2.4. Aumento del peso de las heces 86
6. Métodos analíticos para la determinación de fibra alimentaria 89
6. 1. Métodos para la determinación de fibra bruta 89
6.2. Métodos detergentes 90
6.3. Métodos enzimático-gravimétricos 94
6.4. Métodos de fraccionamiento 103
6.4.1. Método de Soutligate 103
6.4.2. Otros métodos de fraccionamiento 104
6.5. Métodos cromatográficos 104
6.5.1. Cromatografía de gas-líquido: GLC 105
6.5.2. Cromatografía líquida de alta eficacia: HPLC 115
‘7. Influencia de los tratamientos térmicos sobre la fibra alimentaria 118
7.1. Modificaciones cuantitativas 119
7.2. Modificaciones cualitativas 124
II PARTE EXPERIMENTAL
1. Diseño experimental 128
1.1. Planteamiento 128
1.2. Preparación de las muestras 129
2. Métodos analíticos 131
2.1. Humedad 131
2.2. Fibra alimentaria 133
2.2.1. Métodos gravimétricos 133
2.2.1.1. Métodos detergentes 133
2.2.1.2. Método enzimático-gravimétrico: método de Asp 134
2.2.2. Métodos cromatográficos 138
Hl
2.2.3. Método espectrofotométrico: determinación de sustancias
pécticas 152
2.3. Azticares solubles 156
2.3.1. Cromatografía Líquida de Alta Eficacia (HPLC) 156
2.3.2. Espectrofotometría visible 157
2.4. Estudio histológico y citológico por microscopia 161
2.4.1. Preparación de las muestras para su observación directa
al microscopio 161
2.4.2. Preparación de las muestras para inclusión en parafina 161
2.4.3. Microtomía: realización y recogida de los cortes 164
2.4.4. Desparafinado, hidratación y montaje de las preparaciones 165
2.4.5. Tinciones utilizadas 166
3. Estudio de los métodos de análisis 167
3.1. Estudio de los métodos de análisis de fibra alimentaria 167
3. 1. 1. Ensayo de los métodos gravimétricos 167
3.1.1.1. Ensayo de precisión 167
3.1.2. Ensayos de los métodos cromatográficos 169
3.1.2.1. Análisis de fibra alimentaria por Cromatografía
Líquida de Alta Eficacia (HPLC) 169
3.1.2.2. Análisis de fibra alimentaria por Cromatografía
de Gases (GLC) 180
3.1.2.3. Resumen comparativo de los ensayos realizados
a los métodos cromatográficos 185
3.1.3. Métodos espectrofotométricos 186
3.1.3.1. Extracción de sustancias pécticas 186
3.1.3.2. Cuantificación de sustancias pécticas por el
método del 3,5-dimetilfenol 186
3.2. Estudio del método de análisis de azúcares solubles 191
3.2.1. Cromatografía Líquida de Alta Eficacia (HPLC) 191
3.2.2. Espectrofotometría visible: método del ferricianuro potásico .... 194
Apéndice de reactivos 197
IV
III RESULTADOS Y DISCUSION
1. Resultados
1.1. Tablas
1.2. Gráficos
1.3. Estudio estadístico
2. Discusión de los resultados
2.1. Estudio comparativo de los métodos de análisis empleados
2.1.1. Estudio de los resultados obtenidos para la fibra alimentaria
2.1.1.1. Métodos detergentes
2.1.1.2. Método enzimático-gravimétrico de Asp
2.1. 1.3. Método cromatográfico (HPLC)
2.1.1.4. Método espectrofotométrico para sustancias pécticas:
3,5-dimetilfenol
2.1.1.5. Estudio de los valores de fibra total
2.1.2. Estudio de los resultados obtenidos para azúcares solubles
2.1.2.1. Método cromatográfico (HPLC)
2.1.2.2. Método espectrofotométrico: ferricianuro potásico
2.1.2.3. Comparación de los resultados obtenidos para
azúcares solubles por el método de HPLC y por el
método del ferricianuro potásico
los resultados obtenidos en las hortalizas frescas2.2. Comparación de
y en las procesadas
2.2.1. Expresión de los resultados
2.2.1.1. Cálculo del factor de corrección
2.2.2. Comparación de los valores de humedad obtenidos en fresco
y en procesado
2.2.3. Comparación de los valores de fibra alimentaria en las muestras
frescas y en las procesadas obtenidos por diferentes métodos
2.2.3.1. Métodos detergentes
2.2.3.2. Método enzimático-gravimétrico de Asp
2.2.3.3. Método crornatográfico (HPLC)
199
199
202
203
320
320
320
320
325
332
350
351
354
354
359
360
361
361
362
364
365
366
370
373
y
2.2.3.4. Método espectrofotométrico para sustancias pécticas:
3,5-dimetilfenol 376
2.2.3.5. Comparación de los valores de fibra alimentaria total .. 378
2.2.4. Estudio del contenido en azúcares solubles en las hortalizas
frescas y procesadas 383
2.2.4.1. Método cromatográfico (HPLC) 383
2.2.4.2. Método espectrofotométrico del ferricianuro
potasico 385
2.2.4.3. Estudio de la distribución de azúcares solubles y
monosacáridos que forman la fibra alimentaria 386
2.3. Discusión de los resulados obtenidos por microscopia óptica 387
2.3.1. Generalidades 387
2.3.2. Celulosa y hemicelulosas 388
2.3.3. Sustancias pécticas 389
2.3.4. Lignina 389
IV CONCLUSIONES 402
y BIBLIOGRAFíA 407
VI
1 PARTE GENERAL
1. INTRODUCCION
La fibra alimentaria ha suscitado, desde hace años, un interés progresivo dentro de la
comunidad científica internacional a raíz de los estudios epidemiológicos que establecieron
una relación entre la carencia de este componente en la dieta y la mayor incidencia de ciertas
enfermedades y transtornos fisiológicos característicos de las sociedades desarrolladas.
No es extraño, por tanto, que una serie de grupos de investigación haya centrado su atención
en esta fracción de los alimentos considerada, hasta ese momento, sin ningún valor por el
hecho de no ser digerible. Su esfuerzo se encuentra plasmado en la abundante bibliografía
existente sobre el tema. Dichas investigaciones han ido encaminadas a delimitar la definición
de fibra alimentaria (‘dietary fibre”), desarrollar técnicas analíticas adecuadas, estudiar las
propiedades fisicoquímicas y profundizar en los efectos fisiológicos. En la actualidad los
proyectos más aventajados tratan de aislar e identificar cada uno de los polisacáridos
constituyentes de dicha fracción y el resto de los componentes asociados a ella, así como
determinar la forma en que se encuentran en las paredes celulares de diferentes tejidos.
Sin embargo, a pesar de los esfuerzos realizados, quedan aún sin respuesta muchas cuestiones
relacionadas, por una parte, con la aceptación unánime de una definición y, por otra, con la
analítica de estos compuestos, donde tampoco hay acuerdo, proponiéndose diversas
modificaciones por parte de los científicos.
El auge de la fibra alimentaria se debe, sin duda, a la trascendencia de sus efectos
fisiológicos. Se ha indicado que su consumo puede prevenir una serie de enfermedades de
gran importancia, sobre todo en la civilización occidental, como el cáncer de colon, la
arteriopatía coronaria y la diabetes. La relación entre la acción fisiológica de la fibra
alimentaria y el descenso de determinadas dolencias tiene un origen puramente
epidemiológico; es necesario, por tanto, un conocimiento más profundo sobre su
comportamiento real en el organismo. Actualmente se están llevando a cabo estudios de
distinta amplitud para conocer las propiedades fisicoquímicas de la fibra y trabajos
experimentales sobre el comportamiento de sus diferentes componentes en el tracto digestivo
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humano. El estado actual del tema es tal que se debe exigir a los científicos, y cuanto más
a los profanos, una cierta prudencia a la hora de informar a los consumidores.
Cada día el término “fibra alimentaria” es más discutido y, como se ha indicado
anteriormente, no hay acuerdo sobre su definición y los componentes que la forman. Diversos
estudios han señalado que la verdadera importancia reside en la pared celular de los vegetales.
No sólo hay que tener en cuenta que los componentes que constituyen la fibra alimentaria
proceden, en su mayoría, de la pared, sino que es de gran trascendencia fisiológica como se
encuentran en dicha pared.
Como se acaba de indicar la tendencia de las investigaciones actuales se encamina hacia el
conocimiento de la pared celular, ya que se debe entender la fibra alimentaria no como la
suma de una serie de compuestos aislados sino como integrantes de complejas estructuras; de
ahí el interés del estudio de los productos de origen vegetal destinados al consumo humano.
En el presente trabajo se trata de profundizar en el conocimiento de los materiales vegetales
seleccionados para el mismo: zanahoria (Daucus carota L. var. sativa), remolacha (Beta
vulgaris L. var. cruenta) y nabo (Brassica napus L. var. sculenta). Se da una visión general
de las características morfológicas y de cultivo, así como de las manipulaciones que sufren
dichas hortalizas encaminadas a su comercialización.
Una vez conocidos el origen y los aspectos generales de los materiales con los que se va a
trabajar en este estudio, se procede a desarrollar los aspectos más importantes de la la pared
celular: propiedades, ontogenia, composición química y estructura. Después de revisar los
fundamentos principales de la pared, se puede entender mejor el concepto de fibra
alimentaria, su composición, incluso los efectos fisiológicos que se le atribuyen y los
problemas ligados a su determinación analítica, ya que los componentes de la fibra proceden
principalmente de la pared celular de los vegetales.
Existe un interés creciente por parte de los consumidores por los problemas relacionados con
su alimentación como son el conocimiento de la composición de los alimentos, el efecto que
los distintos constituyentes ejercen en el organismo, así como los requerimientos necesarios
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para conseguir una dieta sana y equilibrada. En este contexto los estudios relativos a la fibra
alimentaria ocupan un lugar relevante. Es más, la importancia de su consumo ha motivado
a la industria alimentaria para que desarrolle nuevos productos con alto contenido en fibra,
que a veces procede de suplementos con fibras vegetales.
Si el estudio de la composición de los alimentos es un tema prioritario, no menos importante
es determinar el contenido pormenorizado que poseen después de ser elaborados o sometidos
a un tratamiento térmico, ya que los procesos pueden modificar determinados compuestos
debido a reacciones con otros elementos, degradaciones, solubilizaciones, etc. Además, hoy
en día existe una tendencia a introducir en los productos alimenticios finalizados el etiquetado
nutritivo de los mismos, en donde cabría incluir el componente fibra alimentaria.
El objetivo planteado en el presente trabajo es el conocimiento de la fibra alimentaria y
azúcares solubles de tres hortalizas de gran consumo y las posibles modificaciones que puede
sufrir por el procesado. Este objetivo general se concreta en los siguientes puntos:
-Estudio de los conocimientos actuales sobre los diversos aspectos de la fibra
alimentaria, teniendo en cuenta la estructura de la que procede, es decir, la pared celular.
- Estudio y comparación de las diversas metodologías empleadas para la determinación
de fibra alimentaria y azúcares solubles, con especial hincapié en la puesta a punto de la
Cromatografía Líquida de Alta Eficacia por estar menos experimentada en este campo y por
las grandes posibilidades que presenta.
-Cuantificación y caracterización de la fibra alimentaria y azúcares solubles de tres
hortalizas: zanahoria, remolacha y nabo.
-Estudio de la influencia del tratamiento térmico en la fibra alimentaria y en los
diversos componentes de la misma, así como de los azúcares solubles, de los vegetales
estudiados.
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2. MATERIALES VEGETALES ESTUDIADOS
En este apartado se describirán distintos aspectos referentes a cada uno de los materiales
vegetales objeto de este estudio: zanahoria, remolacha y nabo. Finalmente, dado que la parte
de la planta destinada al consumo, en los tres casos, es la raíz, se hará un breve estudio de
las características morfológicas e histológicas de la misma.
A continuación se describirán brevemente algunos de los aspectos más interesantes de las tres
hortalizas a estudiar, como son las características morfológicas, variedades, cultivo,
operaciones postcosecha, producción y consumo (Holdsworth, 1988; Maroto, 1989; Maroto,
1990; Southgate 1992).
2,1. ZANAHORIA
2.1.1. Características morfolóEicas de la olanta
Su origen se sitúa en Asia Menor y su nombre científico es Daucus carota L. Pertenece a la
familia Umbelijé rae.
Es una planta bianual. Presenta la raíz hipertrofiada, principalmente a base de parénquima
cortical; las hojas con peciolos largos, doble ó triplemente pinnado-partidas y dispuestas en
roseta, y el tallo floral que en el segundo año se desarrolla ampliamente pudiendo alcanzar
una altura de 1,5 m.
Las flores en umbela pueden ser blancas, amarillentas ó azuladas y las semillas de pequeño
tamaño, son de color verde oscuro y con dos caras asimétricas, una plana y otra convexa,
provista en sus extremos de aguijones curvados. Su capacidad germinativa inedia es de tres
años.
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2.1.2. Variedades
En general, las variedades más apreciadas son las de raíces rojo-anaranjadas, dentro de las
cuales existe una gran variabilidad en función de su longitud que puede ser:
- Largas, de longitud superior a los 20-25 cm como: Hicolor, Becoro, Flacoro, Sainí
Vale¡y, Scarla.
- Semilargas, con una longitud de 15-20cm como: Primato, Nantesa, Tip-Top, Forto,
Fspress, Siendero, Mar/co, Romosa.
- Semicortas, cuya longitud es de 10-12 cm como: Obtusa de guerande, Foram,
chaníenay.
- Cortas cuya longitud es inferior a los 10 cm como: Roja de Nancy, Early Frenc/i
Frame, Co ría de Guerande.
De este grupo, sin duda alguna, las de mayor aceptación para el mercado en fresco son las
semilargas, mientras que para la industria se cultivan principalmente variedades de unos 10
cm de longitud y de 1 a 2 cm de diámetro.
En Estados Unidos se prefiere un tipo de zanahoria cónica, puntiaguda y larga, mientras que
en algunos países de Europa se tiende hacia variedades cilíndricas y semilargas.
La adaptación varietal a una determinada circunstancia climática (meses cálidos ó fríos) es
asimismo un carácter importante de cara a la clasificación de los distintos cultivares.
En los últimos años se están desarrollando ampliamente los cultivares híbridos. Entre los
muchos existentes pueden citarse las variedades: Spartan, Tunean Nunciar, Reva, Nunca,
Camilla, F4~aw, Montan, Pioneer, Bumr, (‘onunander, Rondino, Tiana, Tamino, Nc resto,
Bingo, (‘aropak, Paramouní, Mokum, Lady, Cellobunch, etc., que suelen pertenecer a los
grupos de raíces largas y semi-largas.
2.1.3. Cultivo
Las zanahorias se siembran entre los meses de febrero y noviembre aunque, si las
temperaturas de la zona son suaves, puede sembrarse durante todo el año.
Las distintas variedades de zanahoria tienen un ciclo de cultivo variable, entre 75 y 100 días.
Su temperatura óptima de crecimiento está comprendida entre 16 y 180C. Puede soportar
heladas siempre y cuando no sean de intensidad excesiva. Posee exigencias importantes de
humedad y, en caso de sufrir sequía, la raíz adquiere un aspecto que deprecia su valor.
En cuanto al suelo conviene que sea profundo, de textura ligera, con la suficiente cantidad
de arena capaz de retener adecuadamente la humedad. Se han estudiado los efectos de la
compactación del suelo en la producción de zanahorias comprobando que, al incrementarse
el grado de compactación las raíces producidas son de un peso, longitud y diámetro más
pequeño; así los terrenos pedregosos dan lugar a la formación de raíces bifurcadas. Este tipo
de hortaliza no resiste los terrenos ácidos, si bien hay que decir que tampoco son adecuados
los suelos excesivamente alcalinos. Además, es considerada generalmente como una hortaliza
sensible a la salinidad.
A continuación se describen de una forma resumida las técnicas de cultivo más frecuentes
para obtener cosechas de elevado rendimiento y calidad, así como los factores ligados a ellas.
Para conseguir un buen desarrollo de la raíz se debe, primeramente, acondicionar el terreno
aplicando aquellas técnicas que consigan airearlo, mullirlo y lo dejen suelto hasta una
adecuada profundidad, que será mayor en las variedades largas y semilargas. Como norma
general se aplicará una labor en profundidad con vertedera o arado de discos, que dará un
volteo a la tierra enterrando la parte superior junto con los restos de cosechas anteriores,
seguido de varias labores de vibrocultivador o una labor de rotavator que desmenuzará los
posibles terrones que hayan quedado de las labores de profundidad y de esta manera quedarán
las capas superiores del suelo adecuadamente mullidas y preparadas.
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Para realizar la siembra, debe procederse previamente al asurcado. La siembra puede
realizarse de distintas formas. Una posibilidad es sembrar en surcos separados, por el
procedimiento denominado “al chorrillo’t con máquinas en las que la semilla cae en forma de
chorro después de haber sido dosificada en función de la velocidad de trabajo, lo que supone
un gran consumo de semilla y la necesidad de realizar un aclareo grande, o sembrar con
máquinas de precisión que seleccionan una a una las semillas y las deja caer al suelo a la
distancia requerida, lo que supone un consumo menor de semilla y un aclareo posterior
escaso. La distancia a la que deben quedar las plantas entre sí depende de la variedad
empleada, la finalidad de las zanahorias, es decir, si se destinan al consumo directo o a la
industria, así como de la fertilidad del suelo.
La fertilización se calcula en base a las necesidades de elementos nutritivos que requiere la
cosecha, fundamentalmente nitrógeno, P
205 y K20 en cantidades que dependen de diversos
condicionantes; si se detectase bajo nivel de boro en el suelo, se hará alguna aplicación
poniendo especial cuidado de no sobrepasar los niveles óptimos. Esta reposición de elementos
fertilizantes puede realizarse con aplicaciones de materia orgánica o sales minerales,
comprobándose la no conveniencia de la aplicación de estiércol fresco salvo si se aplica en
el cultivo precedente.
En esta hortaliza es de especial importancia el momento de la fertilización, especialmente la
aplicación del nitrógeno debido a la influencia que ejerce en la formación de carotenos y
vitaminas, así como en el contenido en nitratos de la propia zanahoria, lo que hay que tener
en cuenta sobre todo cuando va a ir destinada a la alimentación infantil (Granger y Quinche,
1983).
El aclareo es con frecuencia una operación obligada, debido a que surge un número de plantas
superior a las necesarias y por tanto se impide el desarrollo óptimo de la cosecha.
La escarda es otra labor a realizar para eliminar las malas hierbas que competirían con el
cultivo por los nutrientes y humedad del suelo, así como por la luz del sol. Es una labor
aconsejable y se puede realizar por métodos físicos, o por métodos químicos con herbicidas
selectivos.
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Finalmente, la recolección puede realizarse de forma manual ó mecanizada, dependiendo
sobre todo de que las extensiones sembradas puedan rentabilizar la utilización de máquinas.
Los rendimientos de estos cultivos pueden verse afectados por distintos factores:
encharcamientos y sequía, deformaciones y necrosis de las raíces, plagas de determinados
insectos y nemátodos, así como algunas enfermedades criptogámicas, bacterianas y víricas.
Las técnicas de cultivo aquí resumidas son muy similares en las tres hortalizas objeto de este
trabajo, debido a la característica común de aprovechamiento de sus raíces, por lo que no se
incidirá nuevamente en su comentario en los siguientes apartados.
2.1.4. Operaciones postcosecha
Las zanahorias recolectadas, antes de ser destinadas al consumo, deben sufrir una serie de
operaciones o manipulaciones que aseguren su adecuada comercialización.
Las exigencias comerciales para las zanahorias están reguladas por una norma de calidad,
cuyo objetivo es definir las características de calidad, envasado y presentación que deben
reunir estas raíces comestibles después de su acondicionamiento y manipulación destinadas
al mercado interior (Orden de 2 dejulio de 1985, B.O.E. n0162).
La aplicación de la norma de calidad a los productos hortícolas es un instrumento adecuado
para mejorar su comercialización, orientar la producción de manera que satisfaga las
exigencias de los consumidores y facilitar las relaciones comerciales.
Entre las operaciones que requieren las zanahorias se señalan, en primer lugar, la limpieza
o lavado que va a eliminar los restos de tierra y materias extrañas que suelen acompañar a
estos productos hortícolas.
La operación de selección se realiza manualmente y su finalidad es separar todas aquellas
raices que no cumplan las condiciones mínimas para su comercialización como el grado de
firmeza, la presencia de raíces defectuosas (rotas, torcidas, bifurcadas, manchadas), o
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aquellas otras afectadas de podredumbre.
Se define el calibrado como la operación que determina la separación del producto según los
distintos tamaños y se realiza en función del diámetro de sección máxima perpendicular al eje
o por el peso neto de la raíz sin hojas.
La norma de calidad para las zanahorias establece varias categorías según las calidades del
producto: Extra, 1 y II a las que atribuye una serie de características que deben reunir y
admite un margen de tolerancia para los productos no conformes con las exigencias de la
categoría indicada.
Finalmente, el envasado debe asegurar una protección conveniente de forma que los
materiales no causen a los productos alteraciones internas o externas. La forma de
presentación comercial puede ser en envases en bolsas de polietileno que se depositan en cajas
o bien sin envasar, en cuyo caso pueden presentarse algunas veces en manojos sin deshojar.
El envase o embalaje debe presentar un etiquetado que incluya en, caracteres claros y bien
visibles, la información obligada por la norma anteriormente mencionada (denominación de
producto, origen, identificación de la empresa, características comerciales).
La conservación en cámara frigorífica a Ot’C y 90-95% de humedad relativa puede permitir
un almacenamiento en buenas condiciones durante dos o tres meses.
2.1.5. Producción y consumo
En España la producción total de zanahorias asciende a 252.228 Tm, destacando Segovia
(63.120 Tm) y Valladolid (30.186 Tm), dentro de la Comunidad de Castilla-León que es la
de mayor volumen de producción (96.152 Tm). Son también importantes las cifras
correspondientes a Cádiz (49.122 Tm) dentro de la Comunidad Autónoma de Andalucía, que
presenta una producción total de 74.316 Tm (Anuario de estadística agraria, 1990).
Las cifras destinadas a exportación son importantes siendo Francia el principal país
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destinatario.
2.2. REMOLACHA DE MESA
2.2.1. Características morfoló2icas de la planta
Pertenece a la familia Chenopodiaceae y su nombre científico es el de Beta vulgaris L,
variedad cruenta Alef.
Es una planta bianual que durante el primer año de cultivo produce una roseta de hojas de
márgenes enteros o sinuosos, de forma oval, con peciolos alargados y limbo liso ó
abullonado. Paralelamente, en este primer año, hipertrofia la parte superior de su raíz junto
con elementos caulinares, formando un tubérculo hipocotfleo cuya forma puede ser alargada,
redondeada ó aplastada, que es de color rojizo o amarillento, según la proporción de
betacianina/betaxantina, estando controlado el contenido en betaxantina por un gen recesivo
sencillo.
Si se hace un corte transversal en el tubérculo hipocotfieo, se pueden observar una serie de
capas concéntricas, que pueden alternar el color rojo con capas de coloración rosa pálido. Si
este contraste de color es muy acusado, se manifiesta lo que se conoce como “zonificación”
de la remolacha de mesa, característica que deprecia comercialmente a esta hortaliza. Las
capas concéntricas corresponden alternativamente a elementos de tejido vascular y de
parénquima de reserva en el que se acumula el azúcar.
En el segundo año de cultivo, la planta emite el tallo floral que aloja una inflorescencia
compleja, larga y laxa, en la que las flores, son de color verde-amarillento. Como
consecuencia del crecimiento ininterrumpido de los cálices tras la floración, se forman
glomérulos que engloban, cada tino de ellos 2 ó 3 semillas reniformes, cuya capacidad
germinativa es de cuatro-seis años.
Aunque se trata de una planta probablemene originaria de Europa, no fue empleada como
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hortaliza hasta el siglo XVI.
2.2.2. Variedades
En función de la forma de sus raíces, comercialmente se distinguen dos grupos:
- Alargadas: Larga Roja Virtudes, Larga de Covent Garden, C’yiindra, Crapaudine,
Cheltenham (pueden llegar a tener hasta 30-40 cm de longitud).
- Redondeadas o aplastadas :Roja de Egipto, Roja Globo, Detroit Mejorada, Bikores,
Glohe-Rondar/ca, Dwergina, Boltardy, Redpack, Globe-Faro, Detroit-Precoz, Detroit-Alero,
Detroit Dark Red, Negra de Egipto raza Emir, Monopoly, Aplastada de Egipto. Este segundo
tipo de remolachas de mesa son las más cultivadas y las más aceptadas con miras a la
exportación.
2.2.3. Cultivo
La siembra de la remolacha de mesa se hace desde enero-febrero hasta mediados de otoño
en zonas templadas, como es el litoral mediterráneo español, siempre y cuando el régimen
de temperaturas bajas no sea muy intenso. El ciclo de cultivo queda cubierto entre 65 y 90
días.
Prefiere climatologías suaves, húmedas, aunque es de adaptación relativamente fácil . La
temperatura óptima de germinación es de 250C, si bien es poco exigente para iniciarla (5-
80C). Durante los primeros estadios de desarrollo resiste muy poco el frío.
En lo referente a suelos puede indicarse lo mismo que se dijo en el caso de la zanahoria, es
decir, suelos ligeros, profundos, homogéneos y frescos. La remolacha es una planta altamente
resistente a la salinidad.
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En términos generales, las remolachas de mesa redondas se cosechan cuando han adquirido
un diámetro comprendido entre 3 y 6 cm, aunque ésto es variable según las variedades, el
destino a que van dirigidas y las exigencias del mercado. En conjunto las remolachas más
apreciadas son las que pesan entre 100 y 300 gramos.
2.2.4. Operaciones uostcosecha
Las remolachas deben ser transportadas lo más rápidamente posible a la central hortofrutícola
donde se realizarán las operaciones previas a su comercialización.
Es frecuente que una elevada proporción de remolacha se comercialice ya procesada,
mejorando con el procesado su aspecto y presentación así como su facilidad de utilización y
consumo. Para obtener productos de buena calidad es recomendable que las remolachas estén
recién recolectadas y con madurez adecuada, que no presenten síntomas de reblandecimiento
o decoloración y que sean suficientemente tiernas, es decir, es imprescindible partir de
materia prima adecuada.
Es aconsejable que estos productos hortícolas sufran, en la medida de lo posible, las
operaciones post-cosecha que van a mejorar sus características, concretamente, aquellas
partidas de remolacha que no sean procesadas y se destinen directamente al consumo, que es
como han sido adquiridas para este estudio.
En las raíces comestibles la operación de limpieza es muy importante, ya que presentan
elevadas cantidades de tierra, barro, etc. adheridos a su superficie.
La selección interesa realizarla para eliminar los productos que no satisfagan unas exigencias
de calidad mínimas (podredumbres, magulladuras, etc.) para favorecer la comercialización.
No existen normas oficiales para clasificar las remolachas, pero puede realizarse segun
criterios aceptados por los operadores de mercado. Además se podría recurrir al Decreto
2257/1972, disposición general que regula la normalización de productos agrícolas en el
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mercado interior.
La conservación a 00C y 90-95% de humedad relativa permite mantener en buenas
condiciones la remolacha de mesa durante uno a tres meses. En el almacenamiento deben
evitarse aglomeraciones de raíces, prefiriéndose los embalajes planos que permiten una buena
circulación de aire.
2.2.5. Producción y consumo
La superficie y producción de este cultivo ha sufrido altibajos desde 1968, pero se observa
cierta tendencia a su mantenimiento.
La producción nacional asciende a 20.272 Tm. Dentro de las comunidades autónomas destaca
la producción de Andalucía (10.236 Tm), siendo la principal productora Cádiz (5.420 Tm).
También es importante la producción de la Comunidad Valenciana (4.523 Tm), estando en
cabeza la provincia de Valencia (3.774 Tm) (Anuario de estadística agraria, 1990).
2.3. NABO
2.3.1. Características morfoló2icas de la níanta
Se cree que el origen de esta especie se localiza en Europa o Asia Central. Pertenece a la
familia Cruel/trae y su nombre científico es Brassica napas L.
Es una planta bianual, con hojas normalmente hendidas y de márgenes festoneados. El tallo
floral es liso y las flores son de color amarillo. La fructificación es en silicuas y las semillas
son redondeadas de color rojizo oscuro. Su capacidad germinativa media es de cuatro años.
Su sistema radicular está engrosado, existiendo dos tipos varietales distintos, unos globulosos
y otros alargados. Su coloración varía entre el blanco y el rojo.
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2.3.2. Variedades
-De estructura radicular alargada: Virtudes, Virtudes-Martillo, Fuencarral, Nantais,
Semilargo de Croissy raza Paros, Alan tés raza Candía.
-De estructura radicular redondeada: Bola de Nive, Rojo de Milán, Bola de oro, Just
Righr (híbrido) De Nancy, Shogoin, Supertop Bency, Pingpong (híbrido japonés de color muy
blanco).
En la agrupación varietal debe señalarse que cada cultivar muestra una determinada
adaptación a su producción, en los meses más cálidos y en los más fríos.
2.3.3. Cultivo
La siembra se hace normalmente entre julio y octubre, para recolecciones otoñales e
invernales, y entre marzo y abril para recolectar en verano. El ciclo de cultivo varía entre 40
y 100 días.
Requiere un clima fresco y húmedo. El calor estival afecta negativamente a este cultivo. Es
una planta exigente en agua. Existen variedades que pueden soportar heladas ligeras.
En cuanto al suelo, este cultivo prefiere terrenos de textura inedia con una buena retención
del agua, siempre que estén bien drenados. Su pH óptimo está entre 6,5 y 7.
La recolección puede realizarse de forma manual o mecánica, dependiendo de la extensión
de cultivo necesaria para rentabilizar la mecanización.
2.3.4. Operaciones ¡)ostcosecha
Los nabos cosechados son transportados a las centrales hortofrutícolas en donde se realizarán
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las funciones de recepción,clasificación y embalajes.
No existe una normativa que clasifique las distintas partidas de nabos en lotes homogéneos,
según factores de aspecto y presentación, por lo que estas operaciones se acogerán a los
criterios del Decreto 2257/1972, de aplicación a todos los productos agrícolas con el fin de
prepararlos adecuadamente para su expedición a los centros consumidores.
Una vez realizada la recolección las raíces se deshojan, se lacan, se trían y se calibran,
pudiéndose comercializar en manojos, cajas o sacos.
El almacenamiento frigorífico a 0&)C y una humedad relativa del 90-95% puede permitir una
conservación adecuada durante cuatro-cinco meses.
2.3.5. Producción y consumo
La producción de esta hortaliza se ha multiplicado en los últimos años por 3,5. La producción
nacional es de 20.272 Tm. Por comunidades autónomas la más elevada corresponde a
Andalucía (8.016 Tm), en la que destaca Málaga (3.380 Tm). Otros productores importantes
son la Comunidad Valenciana (1.557 Tm) y Cataluña (2.951 Tm) cuya principal provincia
productora es Barcelona (1.097 Tm) (Anuario de estadística agraria, 1990).
2.4. ASPECTOS HISTOLOGICOS DE LA RAIZ
Las hortalizas podrían clasificarse según la parte del vegetal que se destine al consumo
humano fundamentalmente en: hojas, tallos, raíces y frutos. Dado que los materiales vegetales
objeto de este estudio son raíces, a continuación se repasan las características generales de
estos órganos comestibles.
La raíz es la parte subterránea de la planta. Su función es, por una parte, la absorción de
agua y sales minerales, y, por otra, la fijación de la planta al suelo. La mayoría de las raíces
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también representan una importante zona de reserva nutritiva para la planta (Cortés, 1990).
Desde el punto de vista histológico, el tallo y la raíz de las plantas pueden tener tejidos
primarios y/o secundarios. Los tejidos primarios son aquellos que se forman a partir de los
meristemos primarios (sus células derivan directamente de las embrionarias), mientras que
los tejidos secundarios derivan de los meristemos secundarios; estos últimos son tejidos
jóvenes presentes en cl vegetal adulto que recuperan su capacidad de crecimiento cuando la
planta, por causas fisiológicas o patológicas, lo necesita.
Todos los vegetales presentan crecimiento primario pero no obligatoriamente crecimiento
secundario.
2.4.1. Estructura primaria
En las raíces de crecimiento primario, y en las zonas de las raíces relativamente próximas a
las células meristemáticas radicales, se pueden distinguir las siguientes regiones: la cofia, la
epidermis, el córtex ó corteza y el cilindro vascular ó central (Esau, 1977; Rayen y col.
1992) (Esau, 1977; Rayen y col., 1991) (Figuras n0 1 y 2).
- Cofia o calintra
Está constituida por células parenquimáticas. Su función es proteger al meristemo radical y
también facilitar la penetración de la raíz en el suelo durante su crecimiento.
- Epidermis
Está constituida por células de paredes delgadas y forma alargada, dispuestas de manera muy
compacta.
Generalmente es monoestratificada. Lo más característico de la epidermis de la raíz es la
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GRTEZA
Figura n01,- Sección transversal de una raíz primaria (Rayen y col., 1991)
CILINDRO
VASCULAR
(b)
Epidmís
Figura n”2.- Sección transversal de una raíz primaria (Esau. 1977).
formación de pelos radicales. Se suelen situar próximos al ápice, y su función fundamental
es incrementar la superficie de absorción de la raíz.
Generalmente no existe cutícula recubriendo a dicha epidermis, aunque, a veces, las paredes
más externas, incluyendo las de los pelos radicales, experimentan cutinización.
A veces, en las zonas expuestas al aire o en aquellas zonas en las que la epidermis persiste
largo tiempo, las paredes más externas se engruesan y pueden presentar lignina o sustancias
de color oscuro que, todavía, no se han identificado totalmente.
- Córtex ó corteza
El córtex es la zona que se encuentra debajo de la epidermis; suele ser la principal zona de
reserva de la planta.
En general, en la mayoría de las gimnospermas y dicotiledóneas, dicho córtex está formado
principalmente por células parenquimáticas, generalmente de reserva. Se pueden distinguir
dentro del córtex las siguientes zonas:
+&oder,’nis: En muchas plantas las paredes de las células más externas del córtex,
situadas en la zona subepidérmica, se suberizan y constituyen la exodermís.
Por sus características estructurales y citoquimicas la exodermis se puede considerar un tejido
protector. Las paredes de las células de la exodermis pueden presentar lignina y/o suberina,
pero sus protoplastos son viables. La exodermis puede estar constituida por una o varias capas
de células.
+ Endodermis: La capa más interna del córtex es la endodermis. Es una capa que se
presenta en todas las plantas vasculares; suele ser uniseriada (constituida por una única capa
de células).
En las células de las capas endodérmicas jóvenes se observa sobre las paredes anticlinales la
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banda de Caspary. Dicha banda es un engrosamiento de la pared celular constituido por
suberina y, según algunos autores, también por lignina (Fahn, 1985).
En la región de pared correspondiente a la banda de Caspary no se observan plasmodesmos,
en contraposición con lo que ocurre en el resto de la pared de estas células donde suelen ser
abundantes. El plasmalema de la célula endodérmica está íntimamente unido a dicha banda
ya que no se separa de ella cuando la célula es sometida a algún tipo de tratamiento
(Peterson, 1927).
Generalmente las paredes de las células con banda de Caspary van sufriendo depósitos
sucesivos de celulosa y suberina e incluso, en algunos casos, también pueden lignificarse.
Estas modificaciones no se realizan simultáneamente en todas las células endodérmicas. En
las primeras fases de diferenciación celular, la formación de las bandas de Caspary se inicia
en las zonas próximas al floema y se va extendiendo hasta las cercanías del xilema. Las
células endodérmicas próximas al xilema pueden tener sólo banda de Caspary, y se
denominan células de paso porque permiten el paso de sustancias entre el cilindro vascular
y el córtex (Fahn, 1985).
- Cilindro vascular
.
Ocupa la zona central de la raíz. A veces se le denomina médula. El cilindro vascular está
constituido por: el periciclo, los tejidos vasculares y el parénquima.
+ Periciclo: Está constituido por una ó varias capas de células parenquimáticas que
se sitúan entre la endodermis y los tejidos vasculares. Conserva la capacidad de crecimiento
meristemático y origina los primordios de las raíces laterales y parte del cambium y del
felógeno en las raíces con crecimiento secundario.
+ Tejidos vasculares: En el cuerpo primario de la raíz, la cara interna del periciclo
bordea los cordones de floema y xilema.
El tejido vascular primario es el primero que aparece. Empieza a funcionar cuando la planta
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es joven y luego crece y se desarrolla hasta alcanzar un estado definitivo cuando la planta es
adulta.
El floema está en forma aislada en la periferia del cilindro vascular. Se dispone en forma de
haces o cordones por dentro del periciclo.
El xilema puede formar un cuerpo central, que presenta en muchas plantas una apariencia
estrellada en cortes transversales o bien disponerse en forma de cordones que alternan con
haces floemáticos, observándose en algunos casos una médula parenquimática o
esclerenquimática especialmente en muchas monocotiledóneas (Fahn, 1985).
La raíz presenta generalmente un xilema y floema exarco, es decir, que sus primeros
elementos maduran en la parte externa del cilindro vascular. El protoxilema en la raíz está,
por ello, localizado periféricamente en el cilindro vascular, mientras que el metaxilema, con
sus elementos conductores de mayor calibre, se encuentra en el interior. En el floema la
diferenciación también es centrípeta.
Según el número de cordones xilemáticos que aparecen dispuestos radialmente se dice que
la raíz es diarca (ej. géneros Nicoúana, Daucus, Beta, ...), triarca (Pisum, Ervum), tetrarca
(Vicia, Phaseolus ..) poliarca ( monocotiledóneas) (Esau, 1977) (Figura n<’ 3).
Los elementos traqueales del sistema se hallan normalmente comunicados entre sí por
anastomosis laterales. En las raíces que presentan médula es posible encontrar también
conexiones laterales entre grupos de floema (Cortés, 1990).
En las raíces de la mayoría de las plantas, el floema no tiene fibras (células muy lignificadas
que forman parte del tejido de sostén: esclerénquima).
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Figura n03.- Disposición de los cordones de xiilema (Esau, 1977).
D~asca Tnrwr. Polínnz
+ parénquima En cuanto al parénquima, sus células se encuentran asociadas a los
elementos conductores tanto del xilema como del floema. En muchas raíces maduras, que no
experimentan crecimiento secundario, tiene lugar una esclerificación de dicho parénquima
asociado a los tejidos vasculares primarios. Suele recibir el nombre de parénquima medular
por estar situado en la médula de la raíz.
2.4.2. Estructura secundaria
Durante el crecimiento secundario se desarrolla un cambium vascular (que da origen a los
tejidos conductores secundarios de la raíz) y un cambium suberoso o felógeno (que origina
la peridermis o tejido protector correspondiente>.
No todas las plantas presentan este tipo de crecimiento, así las criptógamas vasculares y la
mayoría de las monocotiledóneas no lo tienen.
En la raíz, el cambium vascular se origina normalmente a partir de células del procambium
que permanecen indiferenciadas entre el tloema y el xilema primarios. Seguidamente también
dan lugar a cambium las células del periciclo adyacente a los polos (parte más periférica del
protoxilema).
Este cambium se añade a las bandas ya existentes y se forma así un tejido continuo. En este
estado, el cambium no es cilíndrico sino lobulado, siguiendo el contorno del xilema primario.
El cambium vascular que tuvo su origen a partir de células del procambium que habían
permanecido indiferenciadas en el limite interno del floema, comienza primero su actividad,
formándose xilema secundario hacia el interior, hasta que el cambium aparece en forma
circular en sección trasversal (es desplazado hacia afuera por el xilema secundario formado).
Continúa entonces el cambium dividiéndose y produce floema secundario hacia el exterior
de la raíz y más xilema secundario hacia el interior de la misma. Como resultado los tejidos
conductores secundarios de la raíz se disponen formando cilindros concéntricos (Figura n”4).
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Pelo radicular
XIlema primario
Figura n04.- Sucesivas etapas del engrosamiento secundario (Fahn, 1985).
La producción de peridermis tiene lugar después de haber comenzado la producción de los
tejidos vasculares secundarios. Son las células del periciclo, también, las que mediante activas
divisiones periclinales, producen el felógeno o cambium suberoso de la raíz.
Consiste el mismo en un cilindro de tejido, que funcionando de manera similar al cambium
vascular, origina súber hacia el exterior de la raíz y, felodermis o córtex secundario hacia el
interior de la misma, para originar un conjunto de tejidos que constituyen la peridermis;
asimismo los tejidos que se encuentran exteriormente al súber (endodermis, resto del córtex
y epidermis) terminan desprendiéndose.
- Crecimiento secundario anómalo
En algunos casos el crecimiento secundario no ocurre como se ha descrito. A veces la
diferencia consiste simplemente en que en el xilema y el floema se presenta una gran cantidad
de parénquima, como ocurre en algunas raíces de reserva (género Daucus, por ejemplo),
siendo por lo demás el crecimiento secundario normal.
En otros casos se forman varios cambiums adicionales dispuestos concéntricamente por fuera
del cilindro vascular, a partir del periciclo y el floema (género Beta, por ejemplo). Cada uno
de los meristemos produce una cierta cantidad de floema hacia el exterior y xilema hacia el
interior de la raíz. También se presenta en estos casos gran cantidad de parénquima de
reserva.
2.4.3. Estructura de las raíces de almacenamiento
Las raíces objeto de este estudio son todas raíces de almacenamiento. Es decir, raíces que
además de la función normal de reserva radical, se desarrollan formando órganos gruesos y
carnosos que funcionan principalmente como órganos de almacenamiento. El origen de estas
estructuras de almacenamiento puede ser diferente.
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2.4.3.1. Zanahoria
El hipocotilo y la raíz axonomorfa se engruesan, y al desarrollarse la peridermis se desprende
el córtex. Como consecuencia del desarrollo excesivo del parénquima el órgano se hace
carnoso.
La zanahoria es una raíz diarca. En un corte transversal de una raíz joven filiforme se puede
observar la estructura típica con los haces alternantes de xilema y floema. El cilindro central
está limitado por el periciclo que se encuentra rodeado por una endodermis sin
engrosamientos lignificados visibles. Esta raíz joven también presenta parénquima cortical y
epidermis pilífera. A medida que la raíz crece se activa el cambium que genera los tejidos
conductores secundarios; estos xilema y floema secundarios se intercalan entre los haces
vasculares primarios. El periciclo aumenta su grosor y comienza a formarse la peridermis.
El origen de este nuevo tejido conlíeva la exfoliación de los tejidos externos, es decir, la
endodermis, el parénquima cortical y la epidermis inicial. Las características anatómicas
generales de la raíz de zanahoria ya desarrollada se pueden observar en la figura n0 5
(Géneves, 1962). Las paredes de las células superficiales están ligeramente suberificadas
(capa superficial peridérmica). A continuación se encuentra el parénquima de células grandes,
a menudo alargadas tangencialmente. El parénquima y la capa externa son de naturaleza
pericícli ca.
El floema está repartido en haces separados entre sí por anchos radios de células
parenquimáticas. Todas estas células están alineadas próximas al cambium y de forma menos
nítida cuanto mas se aleja del meristemo; estas células constituyen un tejido de naturaleza
secundaria. El cambium comprende numerosas capas de células dispuestas regularmente en
filas radiales. No tiene el mismo espesor en las diferentes filas. Sobre la cara interna produce
tejidos de xilema relativamente poco lignificados y parénquima que se dispone a modo de
radios a continuación de los radios parenquimáticos del floema.
Por tanto, los vasos, de pequeño diámetro, están dispuestos en filas radiales más ó menos lar-
gas. Están incluidos cii un parénquima secundario muy abundante, con paredes celulares finas
celulósicas. Los tejidos lignificados son, pues, relativamente reducidos en la zanahoria joven.
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ZANAHORIA
Parénquima (zona del periciclo)
Xilema secundario
Vasos del xilema
Amiloplastos
Figuran0 5.- Estructura de la raíz de la zanahoria (Géneves, 1962)
Las células parenquimáticas (Figura n0 5) tienen paredes finas celulósicas. Contienen
amiloplastos, inclusiones lipídicas y cromoplastos donde se sitúan los carotenos responsables
del color naranja típico de la raíz de zanahoria.
2.4.3.2. Remolacha
En la remolacha el hipocotilo y la raíz se hacen carnosos como resultado de un crecimiento
secundario en grosor anómalo, típico de Chenopodiceae. Al activarse diferentes tejidos
cambiales, se van formando capas de tejido secundario y parénquima donde se van
repartiendo los tejidos conductores. El azúcar, en esta remolacha, es sustancia de reserva en
las células del parénquima secundario.
En un corte transversal de una raíz de remolacha joven todavía poco tuberizada se pueden
observar los siguientes tejidos:
En el cilindro central se sitúan dos pequeños haces vasculares primarios con diferenciación
centrípeta, rodeados completamente por células de parénquima celulósicas e incluso
lignificadas. El cambium responsable de la formación de los tejidos conductores secundarios
se sitúa alrededor de estos haces vasculares primarios, como en el resto de las raíces de
plantas dicotiledóneas.
A continuación se puede observar una corona de xilema secundario con vasos de gran
diámetro, asociados a células parenquimáticas dispuestas en forma radial. El cambium
muestra algunas capas de células dispuestas en filas radiales. A continuación, hacia el
exterior, se ha formado el floema secundario igualmente dispuesto en círculo concéntrico.
Cuando la raíz es joven no posee otros tejidos conductores a ese nivel; una zona pericíclica
la rodea. Al desarrollarse, el crecimiento secundario anómalo determina la formación de un
nuevo cambium, mientras que el primero funcionaba todavía.
Este nuevo cambium forma nuevos haces vasculares de xilema y floema también en
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disposición concéntrica, pero que, a diferencia de los precedentes, se encuentran aislados los
unos de los otros (Esau, 1982) (Figura n” 6). Este cambium también ha producido radios
parenquimáticos interfasciculares. Cada uno de los nuevos haces comprende un haz de xilema
centrífugo, sobre la cara interna y un haz de floema sobre la zona cambial. Es importante
señalar el pequeño número de vasos con pared lignificada y la gran abundancia de parénquima
celulósico que forma el haz vascular.
El cambium nuevo, constituido en la región media del periciclo, ha dejado en el interior
algunas capas de células pericíclicas. Estas han proliferado al mismo tiempo que funcionaba
el nuevo cambium, y han originado unas capas de parénquima que separan los nuevos haces
vasculares de los precedentes. La parte periférica del periciclo se ha dividido igualmente y
se ha hecho más gruesa. De esta forma se han originado círculos concéntricos sobre los
cuales se disponen haces conductores, derivados del funcionamiento del cambium
supernumerario. Las zonas meristemáticas cambiales son tanto más numerosas cuanto más
tuberizada está la raíz.
Por otra parte, durante este crecimiento secundario de la raíz de remolacha, en la zona
externa de los haces vasculares periféricos (en la corteza de la raíz) se activa el cambium
suberoso o felógeno. Al dividirse las células de este meristemo originan la peridermis,
constituida por la felodermis que separa al felógeno del parénquima pericíclico, y por varias
capas de células suberificadas en tilas radiales que forman el corcho o súber el cual liniita
exteriormente el órgano.
A veces, a partir de las células felodérmicas, se puede recuperar la actividad meristemática;
el comportamiento es similar al de los cambiunis supernumerarios precedentes y se pueden
formar nuevos haces vasculares que quedarían separados por radios parenquimáticos.
En consecuencia, la raíz de remolacha posee parénquimas abundantes ricos en resevas
glucídicas, representadas esencialmente por sacarosa en solución en el jugo vacuolar. Las
vacuolas de la remolacha roja contienen además pigmentos antociánicos.
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Figura n~~6.- Estructura de la raíz de remolacha (Esau, 1982).
2.4.3.3. Nabo
Al igual que la zanahoria y la remolacha también es una raíz en la que la parte carnosa está
especializada como órgano de almacenamiento.
En la familia Brassicaceae, el crecimiento secundario anómalo que determina el carácter de
almacenamiento de la raíz consiste en la aparición de un cambium anómalo: en el cilindro
central el parénquima medular situado entre los vasos de xilema se incrementa.
Posteriormente, en el crecimiento secundario, además de los meristemos normales, en este
parénquima también aparece otro cambium que origina tejido vascular y nuevas células
parenquimáticas (Figura n” 7).
Un carácter
parénquima
conductores
crecimiento
común a las tres raíces objeto de estudio es la presencia de gran cantidad de
de reserva intercalado con tejidos vasculares. Esta asociación entre los tejidos
y (le almacenamiento deriva de las distintas formas de desarrollo anómalo del
secundario (Esau, 1982).
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Figura n07.- Estructura de la raíz de Brassicaceae (Esau, 1982).
3. ESTUNO DE LA PARED CELULAR VEGETAL
La química fundamental de la fibra alimentaria reside en la estructura de la pared celular
(Carpita, 1990). Esta pared es una capa gruesa y consistente que rodea a la membrana
plasmática de las células vegetales. Fue la primera estructura celular detectada según Carpita
(1990) y, a pesar del tiempo transcurrido, aún hoy día no se conoce con exactitud.
La pared celular está constituida mayoritariamente por polisacáridos y proteínas, íntimamente
asociados y entrelazados formando un complejo entramado reticular responsable de las
propiedades morfológicas y mecánicas de la célula vegetal.
3.1. CARACTERISTICAS GENERALES
La pared celular es una de las particularidades que diferencia a los organismos vegetales de
los animales. Sus características generales se pueden resumir de la siguiente forma:
-Presenta una estructura muy organizada que confiere rigidez y fuerza, considerándose
como el exoesqueleto que proporciona el sostén mecánico que el vegetal necesita.
-Ejerce una función protectora frente al medio ambiente (desecación, agentes
extraños...), actuando como una barrera.
-Aísla y al mismo tiempo comunica unas células con otras mediante los plasmodesmos
que permiten el paso de determinadas sustancias sin ejercer un control activo sobre este
transporte.
-El desarrollo de la pared está íntima y recíprocamente relacionado con el de la célula
vegetal. Sus componentes se sintetizan en el interior celular y la pared se va secretando desde
el hialoplasma hacia el exterior. Los procesos de crecimiento y diferenciación celulares son,
en elevada proporción, consecuencia de la síntesis y organización de la pared celular.
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Hoy día se pueden distinguir en la pared tres partes, desde el exterior hacia el interior:
- Lámina inedia.
- Pared primaria.
- Pared secundaria.
En la figuras n0 8 y 9 se reproducen diferentes representaciones de la disposición de las
distintas partes de la pared celular.
3.2. ONTOGENIA.
La pared celular se forma en la etapa final del proceso de división celular, durante la división
del citoplasma. Los trabajos llevados a cabo por microscopia electrónica indican que las
vesículas del aparato de Golgi, formadas por los dictiosoinas y dirigidas por los microtúbulos,
se funden en la zona ecuatorial de la célula en división constituyendo la placa celular, que es
el primer tabic
1ue de separación que se forma entre las dos células hijas. Esta placa no es
continua, está atravesada por canales de retículo endoplásmico que en la pared celular
desarrollada constituirán los plasmodesmos, estructuras que permiten la comunicación entre
las células adyacentes. El contenido de las vesículas de Golgi, principalmente pectinas,
origina la lámina media y sus membranas constituyen la nueva membrana celular o
plasmalema. El proceso continúa hasta que la lámina media nueva se introduce en las paredes
celulares existentes en la célula madre y llega a establecer contacto con la lámina media que
ya existía alrededor de la célula madre. Entre la lámina media y el plasmalema cada célula
forma de inmediato su pared primaria. El esquema de las diferentes fases de este proceso de
formación de la pared celular se representa en la figura n~’ 10.
Una vez formada la lámina media empiezan a depositarse a ambos lados de la misma
hemicelulosas y también algo de celulosa, segregadas por las dos células hijas contigúas que
están separadas por aquella, formándose la pared celular primaria. Esta pared es extensible
y puede adaptarse al aumento de tamaño de la célula en crecimiento. Cuando la célula ha
dejado de crecer pueden empezar a depositarse sobre la pared primaria, hacia el interior de
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Pared secundazia
cara interna (Se>
Pared Secundaria
capa exterm (Si)
Sustancia intercelular
Pared secundarta
capa Intermedía (&)
Pared primaria
Figura n08.- Estructura de la pared celular (Barceló y col., 1992).
E
Pared secundana de tres capas
4
Figura n09.- Esquema de la pared de la célula vegetal <Esau. 1972V
Figuran0 10.- Formación de la pared celular (Berkaloff y col., 1982).
la célula, fibras de celulosa que van cambiando su orientación hasta constituir un verdadero
entramado que forma la pared secundaria, responsable directa de la rigidez de la pared
celular.
3.3. COMPOSICION QULMICA DE LA PARED CELULAR
Los componentes de la pared celular se pueden clasificar en tres grupos:
Polisacáridos estructurales:
- celulosa
- hemicelulosas
- sustancias pécticas
Glicoproteinas:
- estructurales
- enziniáticas
Otros componentes:
- lignina
- cutina
- suberina
- ceras
— taninos
- sales minerales
3.3.1. Polisacáridos estructurales
3.3.1.1. Celulosa
Es el polisacárido estructural más abundante de los vegetales, localizándose en la pared
primaria y sobre todo en la secundaria. Está formada por cadenas lineales de D-glucosa
unidas por enlaces 13-1,4. El grado de polimerización de la celulosa oscila entre 8.000 y
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14.000 unidades (Barceló y col., 1992), lo que supone una longitud de cadena de 40.000 A
a 60.000 A y un peso molecular superior a 1.000.000. La variación en el grado de
polimerización, así como en la complejidad y estabilidad de la estructura, dependen de la fase
de desarrollo de las paredes primaria y secundaria.
Los grupos hidroxilo de las unidades de glucosa favorecen la formación de numerosos puentes
de hidrógeno, intra e intermoleculares, que estabilizan la estructura. Así, las cadenas de
celulosa se disponen de forma paralela, asociándose intermolecularniente mediante puentes
de hidrógeno, establecidos entre el hidrógeno del grupo -OH del C3 y los puentes de oxígeno
de las moléculas de glucosa adyacentes, y entre los grupos -OH del C6 y los oxígenos
glicosídicos de las cadenas adyacentes (Figura n0 11). Las cadenas de celulosa, debido a su
configuración molecular, tienden a agregarse, y, en función del número de cadenas que se
asocien, se denominan de la siguiente manera:
- Fibrilla elemental o micela: formada por treinta y dos cadenas de celulosa. Mide
entre 3,5 y 7,5 nm de espesor y tiene una longitud de varios ¡.tm. No puede ser observada
al microscopio óptico. En las fibrillas elementales las moléculas de celulosa están orientadas
longitudinalmente, formando un agregado cristalino fuertemente ordenado, en el que todas
las moléculas presentan la misma polaridad, esto es, tienen su extremo reductor orientado
hacia el mismo extremo (le la microfibrilla.
- Microfibrilla: está formada por veinte fibrillas elementales. Es discernible al
microscopio electrónico. En este estado se encuentra la celulosa en la pared primaría.
- Macrofibrilla o fibrilla: formada por doscientas cincuenta microfibrillas y visible al
microscopio óptico.
— Fibra: formada por, aproximádamente, mil quinientas fibrillas. Constituye la
estructura macromolecular de la pared celular.
La disposición de estos componentes puede apreciarse en la figura n0 12. La celulosa se
presenta en la pared celular vegetal en forma de agregados fibrilares cristalinos que confieren
a la pared la mayor parte de su resistencia, si bien a lo largo de su estructura existen también
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Figura n0] 1.- Estructura de la celulosa (Barceló, 1992).
Figura n012.- Estructura detallada de las paredes celulares(Esau, 1976)
(a) Cordón de fibras
(h) Corre transversal de capas
(e) Fragmento de la capa media de la pared secundaria mostrando las inacrofibrillas (bianco)
y los espacios interfibrilares (en negro)
(d) Fragmento de una macrofibrilla mostrando las ,n¡crofibrillas (en blane~,)
(e) Micelas
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regiones no cristalinas. La susceptibilidad de la celulosa a la hidrólisis, tanto ácida como
enzimática, parece estar relacionada con la extensión de regiones no cristalinas con bajo grado
de ordenamiento ( Southgate, 1969; Cummings, 1981).
3.3.1.2. Hemicelulosas
Se agrupan bajo esta denominación polisacáridos de estructura compleja y diferente
composición química, que por hidrólisis generan pentosas, hexosas y ácidos urónicos.
Aunque su clasificación es difícil, el criterio más generalizado se basa en el residuo
monomérico predominante. De esta manera se hablaría de xilanos, arabinoxilanos
,
alucoarabinoxilanos, glucuronoxílanos, 2alactomananos, alucomananos, galactoglucomananos
xíloglticanos .. (Theander, 1981). Si se atiende a las propiedades químicas, entonces, se
tendrían: hemiceltílosas A que precipitan con ácido acético y hemicelulosas B que precipitan
con etanol (Southgate, 1969). En general se puede decir que son solubles en álcali pero no
en agua.
Todas las hemicelulosas poseen dos características estructt¡rales comunes:
-Son polímeros que presentan tina cadena principal plana de azúcares, unidos casi
siempre mediante enlaces 8-1,4 de la que pueden salir un número variable de ramificaciones
laterales cortas (Sotíthgate, 1969; Barceló y col., 1992); respecto al grado de ramificación hay
diferencias según los distintos autores (Theander, 1981; Barceló y col., 1992).
-Poseen alguna característica que les impide formar agregados cristalinos y, por tanto,
su estrtíctura es menos rígida que la de la celulosa. Pueden cristalizar con las cadenas de
celulosa formando puentes de hidrógeno entre los grupos -CH2OH de las cadenas de celulosa
y los oxígenos glicosídicos de las hemicelulosas.
Entre la diversidad (le polímeros hemicelulósicos existentes, se l)ueden considerar como más
abundantes xiloglucanos y xilano:
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- Xiloalucanos: poseen una cadena principal de residuos de glucosa unidos por enlace
13-1,4, a la que se unen por cadenas laterales cortas cadenas de residuos de xilosa (a-D-
xilopiranosa) unidos por el carbono 6 de glucosa de la cadena principal; estas cadenas
laterales pueden agrandarse con restos de B-D-galactopiranosa, L-arabinofuranosa ó B-L-
fucopiranosil-( 1 ,2)-J3-D-galactopiranosa (Figura n0 13).
- Xilano: la cadena principal está constituida por unidades de xilosa unidas mediante
enlaces 13-1,4, y pueden presentar cadenas laterales de residuos de arabinosa unidas al C
3 de
algunas unidades de xilosa; así como también de ácido galacturónico y 4-0-metil-glucurónico
unidos al C, de xilosa (Figura n0 14).
La distribución de las hemicelulosas está relacionada con la taxonomía, pero ningún grupo
parece exclusivo de un determinado tipo de plantas. Los xiloglucanos, que constituyen un
componente mayoritario de la pared primaria de las dicotiledóneas (hasta el 20% del peso
seco total), representan hasta el 5% en la pared primaria de las gramíneas; en éstas hasta el
20% de los carbohidratos de la pared son xilanos siendo un componente más escaso (no más
del 5%) en la pared de las dicotiledóneas. Se ha observado la presencia de 13-glucanos no
celulósicos en paredes celulares de monocotiledóneas tales como avena, maíz, trigo y cebada
con enlaces del tipo 3-l-.4 y 13-l-.3. (Fry, 1989; Hayashi, 1989)
3.3.1.3. Sustancias pécticas
Son el componente mayoritario de la lámina media donde actúan como elemento de unión
entre las células y también se presentan en la pared primaria. Son polisacáridos ricos en ácido
galacturónico y, según Carpita, (1990) se pueden distinguir las siguientes estructuras:
- Homogalacturonano.
- Ramnogalacturonano 1.
- Ramnogalacturonano II.
El homoqalacturonano es una estructura no ramificada, que está formado por unidades de
ácido galacturónico con enlaces a- 1,4.
40
iK~i$=2O~‘Iosa
OH O
— ~ CH, HO
OCH, CH,
nul
HO OH0 HOYE>
, O talos.
HO—CH, ~
O-..
OH
CH
HO o
o
XILOGIIJCANO
XILOGIUCANO
L-utab..na <3 —.2)
R galanas $41 —.2>
1-tucos. 2<1 —. 2> O-gslacao.. $43 —. 2>
Figura n
013.- Estructura de xiloglucano (Guardiola y García, 1990).
HO—CH, OH
o.l..arabinosa
HO O
MO
O—CO
HO
O
XlLAPiO
,-Lnñínou
XILAPIO
Cadanas lamaln unidas a las molÉculas da Arabinosa
O galactosa $43 —. SI
0-sílosa $43 — 2>
O
O
Figura n014.- Estructura de xilano (Guardiola y García, 1990).
Los ranlnoaa]acturonanos tipo 1 son polímeros constituidos por uniones a-] ,4 entre residuos
de ácido galacturónico, intercalados con residuos de ramnosa unidos por enlaces a-l,2
(Figura n”15). Aproximádamente la mitad de las moléculas de ramnosa están unidas a
cadenas laterales formadas por: arabinosa (arabinanos), galactosa (galactanos) y
arabinogalactosa (arabinogalactanos). Los arabinanos están más o menos ramificados según
la fuente vegetal de la que procedan, y los galactanos son relativamente poco frecuentes. Las
cadenas de arabinogalactano pueden ser de dos tipos en función de la mayor o menor
ramificación y se denominan arabinogalactano tipo 1 y arabinogalactano tipo II (Barceló,
1985; Camita, 1990) (Figura n16). Existen estudios que demuestran que los polímeros
aislados (galactanos, arabinanos) son productos de degradación de polisacáridos pécticos más
complejos.
En cuanto al ramnocalacturonano tipo II parece que es un polímero más complejo que el de
tipo 1, cuya estructura no ha sido claramente delimitada y cuyo papel fisiológico no se conoce
bien todavía (Camita, 1990). Los trabajos encaminados a su caracterización han identificado
una amplia variedad de residuos terminales como ácido galacturónico, galactosa, arabinosa,
azúcares metilados, y ramnosa, así como también diversos sustituyentes de la cadena, tales
como ácido glucurónico, apiosa, ramnosa, galactosa y fucosa. La gran cantidad de residuos
glicosídicos encontrados sugiere una molécula altamente ramificada.
Otros autores (I3arceló y col., 1992; Melford y Prakash, 1986) consideran a los galactanos,
arabinogalactanos y arabinanos como polisacáridos pécticos y no como productos procedentes
de la hidrólisis de polisacáridos más complejos.
Los grupos carboxilos de los ácidos urónicos ptíeden estar parcial o totalmente esterificados
por grupos metilos. Según el grado de metilación se establece la siguiente clasificación:
- pectinas: sustancias pécticas altamente metiladas
- ácidos pectínicos: sustancias pécticas parcialmente medIadas
- ácidos pécticos: sustancias pécticas exentas de grupos metílicos
Los ácidos pectínicos y pécticos, dado su cáracter de ácido débil, tienen posibilidad de formar
sales con iones como calcio y magnesio que se denominarán:
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Figura n015.- Estructura de ramnogalacuronano(Barceló y col., 1985)
U: ácido galacturóníca
R: ramnasa
A: arabínosa
GAL: galactosa
R: ramnosa
Figura n016.- Estructura de arabinogalactanos (Barceló y col., 1985)
- pectinatos : sales ácidas o neutras de los ácidos pectínicos
- pectatos: sales ácidas o neutras de ácidos pécticos que constituirán el componente
predominante en la lámina media o sustancia cementante.
Estos compuestos pueden unirse a través de las moléculas de azúcares a otros constituyentes
tales como celulosa, heniicelulosas y proteínas, formando la protopectina insoluble (Theander,
1981).
Las sustancias pécticas pueden ser extraídas de las paredes celulares, sólo parcialmente, con
agua caliente, ácidos minerales diluidos y calientes o soluciones de agentes quelantes (EDTA,
oxalato amónico, hexafosfato sódico) en caliente. La acción disolvente del agente quelante
dependerá, en parte, de su capacidad para coniplejar el calcio unido a las sustancias pécticas
de la pared.
Mediante diferentes procesos bioquímicos, condicionados por la fisiología de la planta, los
monómeros de la celulosa se transforman en ácidos urónicos originando compuestos pécticos.
La pared así constituida tiene mayor cantidad de pectinas qtíe en condiciones normales; como
consecuencia esta pared pierde rigidez y se licúa o gelifica.
El proceso de gelificación o liquefación de la pared celular puede originar la formación de:
gomas y mucflagos.
Comas. Se forman como consecuencia de procesos fisiológicos o patológicos vegetales
que desencadenan la gelificación de las paredes celulares. Se extraen a partir de los exudados
de las plantas que proceden de las incisiones practicadas en las mismas, y además presentan
una localización interna en el vegetal como compuestos de reserva destinados a ser
consumidos por la planta.
Son polisacáridos que se pueden clasificar según la unidad monomérica más frecuente:
galactano, glucuronomanano, galactomanano, xilano, xiloglucano (Southgate, 1969).
Presentan la pro1)iedad común de ser sustancias con carácter hidrofílico, que dan soluciones
44
víscosas cuando se tratan con agua caliente ó fría.
Mucílagos. Son polisacáridos formados en el metabolismo normal de la planta. Entre
los más conocidos están los de semillas y los de las células externas de vegetales acuáticos.
Las cadenas están formadas porgalactomananos, glucomananos, arabinoxilanos, xiloarabinano
y galacturonoramnanos. Son solubles en agua (Southgate, 1969).
Polisacáridos algínicos. Son polisacáridos obtenidos a partir de algas marinas que
forman parte de la estructura rígida de sus paredes.
3.3.2. Glicouroteínas
Una proporción variable del peso de la pared, de hasta más del 10% del total, es debida a
proteínas. Casi invariablemente las proteínas se encuentran unidas covalentemente a
carbohidratos, bien a moléculas de monosacáridos (arabinosa y galactosa frecuentemente) o
de oligosacáridos y aún de polisacáridos, por lo que se denominan apropiadamente
glicoproteinas (le la pared (Figura u” 17). Se pueden dividir en estructurales y enzimáticas.
3.3.2.1. Glicoproteinas estrLIctlIrales
Algunas de las glicoproteinas de la pared no tienen asociada actividad enzimática, por lo que
se clasifican como proteínas estructurales. La mayor parte de estas proteínas estructurales
caracterizadas presentan tin elevado contenido de uno o dos aminoácidos, que representan más
del 40% del total de aminoácidos de la moléctíla; se conocen proteínas de este tipo ricas en
hidroxiprolina, prolina, treonina, histidina, triptófano y glicina, entre otros.
De estas proteínas, las más estudiadas y mejor caracterizadas son las proteínas ricas en
hidroxiprolina, denominadas extensinas, llamadas de este modo por creerse mnícíalmente que
estaban implicadas directamente en el proceso de alargamiento celular. Son abundantes en las
paredes primarias de las dicotiledóneas donde llegan a representar hasta el 10% de su peso
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seco, no tanto en las paredes de las monocotiledóneas, y se cree que están ausentes en la
mayor parte de las paredes secundarias. Unidas a los grupos -OH de serma e hidroxiprolina
se encuentran numerosas cadenas laterales de hasta cuatro monosacáridos de arabinosa y, en
menor cantidad, moléculas de galactosa.
De este modo las moléculas de extensina forman un entramado tridimensional intercalado
entre los polisacáridos de la pared y unido covalentemente a algunos de ellos.
3.3.2.2. Glicoproteinas enziniáticas
En las paredes celulares se han detectado también glicoproteinas enzimáticas, en su mayor
parte hidrolasas (glucanasas, galactosidasas, etc.) y peroxidasas capaces de actuar sobre los
componentes de la pared (Guardiola y García, 1990).
3.3.3. Otros comí>oneiítes asociados
3.3.3.1. Lignina
La lignina sólo se deposita en determinados tipos de células, en las cuales constituye, junto
con las proteínas, la fracción mayoritaria de los componentes no polisacáridos de la pared
celular. Su formación sólo se inicia una vez finalizada la pared secundaria, comienza en la
lámina media y se infiltra en la matriz provocando su expansión por todas las capas de la
pared (Lewis y Yamamoto, 1990).
La lignina se puede definir como polímero de alto peso molecular, que se forma por
deshidrogenación enzimática y posterior polimerización de los alcoholes aromáticos,
principalmente, coniferol, cumarol y sinapinol. Es un compuesto que carece de estructura
única ya que su síntesis se lleva a cabo sin control enzimático de la polimerización que tiene
lugar al deshidrogenarse los alcoholes fenólicos (Lewis y Yamamoto, 1990) (Figura n0 18).
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El proceso de lignificación tiene dos funciones: comenta y sujeta las microfibrillas de celulosa
y otros polisacáridos de la matriz y, debido a que los complejos lignina-polisacáridos son
fuertes, el conjunto ofrece una gran resistencia, dureza e impermeabilidad (es hidrófoba),
previniendo la degradación bioquímica y los daños físicos.
Debido al elevado tamaño molecular de la lignina, la gran estabilidad de su estructura y su
unión covalente con los polisacáridos (hemicelulosas y celulosa), la lignina confiere a la pared
una gran rigidez, que impide el crecimiento celular. Además, la lignina, al ocupar el espacio
entre los poiisacáridos que antes era agua, disminuye la hidratación de la pared así como su
permeabilidad al agua y los solutos. Por esta razón, una célula con elevado grado de
lignificación será un célula muerta ya que se encontrará prácticamente aislada.
3.3.3.2. Cutina. Suberina. Ceras
Los tres son compuestos de naturaleza lipídica, que cuando se presentan en la célula originan
modificaciones de la pared celular: cutinización y suberificación, fundamentalmente.
Cutina. Las paredes cutinizadas se suelen presentar en las células externas de los
órganos aéreos vegetales. La cutina está constituida por polímeros de hidroxiácidos de 16-18
átomos de carbono (Figura n” 19). Tiene carácter bipolar, que le permite disponerse entre
la estructura polisacárida típica de la pared. El depósito se inicia en la lámina media.
Suberina. La suberina se suele presentar en tejidos o células especializadas como el
súber, las cubiertas seminales y la banda de Caspary de la endodermis de la raíz (Guardiola
y García, 1990). Su composición química es similar a la de la cutina, pero la suberina
contiene mayor número de ácidos dicarboxílicos y de fenoles (Figura n” 19). Se deposita en
el lado interno de la pared celular hacia la pared primaria, pudiendo llegar incluso a
enmascarar a la celulosa.
Ceras. Son mezclas de alcoholes, ácidos grasos y ésteres de ácidos grasos. Se suelen
presentar junto a cutina y suberina en las paredes cutinizadas y suberificadas.
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Figura n018.- Posible estructura de la lignina (Barceló y col., 1992).
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COMPONtNTES MONOMERICOS
3.3.3.3. Taninos
Son componentes minoritarios de la pared pero que influyen en sus propiedades y
funcionalidad.
En algunas ocasiones se han determinado junto con la lignina obteniéndose valores anómalos
de la misma. Pueden ser hidrolizables, liberando corno productos de hidrólisis glucosa y
ácidos fenólicos, como el ácido gálico, y no hidrolizables, formados por flavanos
(Theander, 1981). Se pueden extraer del vegetal mediante soluciones alcalinas y soluciones
detergentes.
3.3.3.4. Sales minerales
Del resto de los compuestos asociados a las paredes celulares es importante citar la sílice y
otras sales minerales como carbonato cálcico, carbonato de magnesio y oxalato cálcico.
Cuando se presentan de forma anómala en la pared celular, producen su mineralización.
3.4. BIOSINTESIS DE LOS PRINCIPALES COMPONENTES
Las paredes celulares carecen de capacidad biosintética y los elementos monoméricos de sus
componentes se sintetizan en el citoplasma. La polimerización de estos monómeros puede
realizarse tanto en el citoplasma como en la misma pared, según el componente de que se
trate (Andersen y Beardalí, 1991).
La síntesis de polisacáridos y proteínas de la pared así como de sus monómeros
(monosacáridos y aminoácidos) son procesos citoplasmáticos asociados a los sistemas
membranosos de la célula: membrana de retículo endoplasmático y/o aparato de Golgi para
todos los componentes, excepto para celulosa y calosa cuya síntesis está asociada a la
membrana plasmática.
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La formación de lignina tiene Jugar en la pared por Ja polimerización in si/u de precursores
secretados asimismo en vesículas derivadas del aparato de Golgi. También la cutina y la
suberina se polimerizan iii situ en la pared, y la síntesis de sus componentes monoméricos
tiene lugar en el interior celular.
En este apanado se exponen los aspectos más importantes de la síntesis de los polisacáridos,
proteínas y lignina de la pared celular (Gahan, 1984; Brett y HilIznan, 1985).
3.4.1. Biosíntesis de los polisacáridos de la pared celular
3.4.1.1. Síntesis de precursores. Polimerización
Los azúcares-nucleótidos son los donadores de los carbohidratos en la formación de
polisacáridos de la pared celular.
Se puede dividir el proceso de formación de un azúcar-nucleótido en dos etapas: la primera
consiste en la obtención del polisacárido fosforilado (ej. glucosa- 1-fosfato). Puede sintetizarse
mediante la fosforilación del monosacárido con la intervención de ATP, una quinasa y una
mutasa (Figura n0 20) y también a partir del almidón por una reacción catalizada por una
fosforilasa.
Las reacciones de la segunda etapa, catalizadas por diferentes pirofosforilasas, permiten la
adición del azúcar al nucleótido para obtener un monosacárido con enlaces de alta energía,
que permitirán la incorporación posterior de otros monosacáridos en el correspondiente
proceso de polimerización.
El uridin difosfato de glucosa es el donador de azúcar en la mayoría de las reacciones de
transglicosilación, en la biosíntesis de los componentes de la pared celular (Figura n0 21).
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O-glucosa + ATP — D-glucosa-6-P + ADP
kinasa
O-glucosa. 6-P — D-glucosa-1-P
mutasa
Figura n020.- Fosforilación del monosacárido (Barceló y col., 1992).
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Figura n”21.— [nterconversión de nucleósidos difosfato-asas a partir de UDP-glucosa (Robert
UTP
u
y Roland. 1992).
Otros nucleótidos de azúcar tienen una estructura similar, sustituyendo la base nitrogenada
por una de las bases púricas o pirimídicas (adenina, guanina, citosina, etc.), o la molécula
de azúcar por el monosacárido correspondiente (Guardiola y García, 1990).
Entre todos los nucleótidos de azúcar posibles, solamente los derivados del uracilo y de la
guanina son donadores de azúcar en la síntesis de polisacáridos estructurales. En el cuadro
n0 1 se observan los principales donadores en el caso de las hemicelulosas.
También son posibles las interconversiones de unos azúcares-nucleótidos en otros, lo que será
de gran importancia para la biosíntesis de los polímeros no celulósicos de la pared ceJular.
Las enzimas catalizadores de estos procesos son: deshidrogenasas, decarboxilasas y
epimerasas.
La polimerización de estos compuestos en los polisacáridos estructurales de la pared tiene
lugar por la acción de sintetasas, enzimas asociadas a las membranas del retículo
endoplásmico, del aparato de Golgi y en algunos casos del propio plasmalema. Los
polisacáridos así sintetizados se acumulan en el interior de sáculos o vesículas y son
secretados al exterior mediante un proceso de exocitosis.
Durante el transporte, los polisacáridos pueden ser modificados por la acción de enzimas
específicas. Estas modificaciones de las moléculas incluyen procesos como son la
esterificación, la formación de ésteres metiicos y etílicos, la eterificación, la adición de
compuestos fenólicos, etc.
La secreción final a la pared implica la fusión de las vesículas de Golgi con el plasmalema
y mediante exocitosis se vierte el contenido hacia la pared celular. A continuación se produce
la ordenación de las moléculas en la estructura de la pared, proceso poco conocido en sus
detalles. Después de la secreción, los polisacáridos son modificados por las enzimas de la
pared, lo que involucra probablemente la unión covalente de algunas moléculas. En la figura
n0 22 se muestra un resumen simplificado de los procesos de síntesis y secreción de los
polisacáridos estructurales.
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Cuadro n0 1. Resumen de la biosíntesis de liemicelulosas.
Nucleotido donador de azucar Producto formado
UDP ó TDP-ácido galacturónico Acido poligalacturónico
[5-Adenosilmetionina]
UDP-arabinosa, UDP-xilosa
[Esteres metílicos de poliurónidos]
Arabano, xilano
UDP-xilosa, UDP-ácido glucurónico
UDP-galactosa
Glucuronoxilano
Galactano
GDP-manosa Manano
UDP-xilosa, UDP-glucosa Xíloglucano
GDP-manosa, GDP-glucosa Glucomanano
UDP-apiosa, UDP-ácido galacturónico Apiogalacturonano
UDP-glucosa Glucano con enlace mixto
Glucano /3-1,3
El control del proceso está ejercido por la secreción de macromoléculas desde el interior al
exterior de la célula (Barceló y col., 1992). Este proceso está condicionado por la síntesis de
las macromoléculas que puede estar controlada por:
-La sintetasa correspondiente (cantidad y actividad de la misma).
-Transporte de precursores hacia el sistema endomembranoso, proceso que debe
implicar la presencia de transportadores específicos, ya que aunque Jas sintetasas se
encuentren dentro del lúmen del sistema membranoso no son funcionales hasta que se ponen
en contacto con sus sustratos específicos.
-La incorporación de estos polisacáridos a la pared celular depende de su transporte
empaquetados en vesículas y de la fusión de estas vesículas con el plasmalema.
-La tasa de fusión parece ser otro factor regulador de la formación de la pared celular,
ya que el número de vesículas aptas para la fusión excede al número de las que realmente se
fusionan.
3.4.1.2. Biosíntesis de celulosa
Se asocia al plasmalema en lugar de a las membranas del aparato de Golgi.
Aún no se conoce con exactitud cómo se sintetiza. La mayor dificultad para ello reside en la
incapacidad para obtener un sistema in vitre a partir del cual se produzca celulosa
identificable y en cantidad apreciable. Actúa como precursor UDP-Glucosa y hay un
requerimiento absoluto de Ca2~ y Mg2~, y celobiosa que, probablemente, actúa como aceptor
de restos de glucosa, iniciándose así la formación de la cadena de celulosa.
La enzima sintetasa de celulosa, que no ha sido aislada todavía, polimeriza UDPG citosólico,
secretando directamente la molécula formada al exterior de la célula en la superficie interna
de la pared. Se ha observado la existencia de agregados macromoleculares asociados a un
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extremo de las microfibriulas, que se interpretan como complejos enzimáticos integrados en
la membrana. Cada uno de estos complejos sintetiza simultáneamente todas las cadenas de
celulosa que forman la microfibrilla, teniendo lugar la ordenación cristalina de las moléculas
después de la síntesis, probablemente a corta distancia del complejo enzimático.
La ordenación paralela de las fibrillas de celulosa está relacionada con la orientación de los
microtúbulos en el citosol (Figura n0 23). Aunque se han propuesto algunos esquemas para
explicar esta relación, el mecanismo que regula la orientación de las microfibrillas de celulosa
no se conoce con precisión (Emons y col., 1992).
3.4.1.3. Biosíntesis de hemicelulosas
Como ya se vió anteriormente en su estructura se incluyen xilosa, arabinosa, galactosa,
manosa, glucosa y ácido glucurónico.
Una vez formados los precursores y, teniendo en cuenta la posibilidad de las interconexiones
de unos azúcares-nucleótidos con otros, éstos pueden ceder el azúcar a un aceptor, de igual
forma que sucede en la síntesis de celulosa. Así, se han estudiado sistemas celulares de
vegetales superiores capaces de transferir xilosa desde UDP-D-xilosa a un xilano 13-1,4, o
manosa desde UDP-D-manosa a un manano 13-1,4 etc. Un sistema enzimático es capaz
también de transferir el grupo metilo a partir de 5-adenosilmetionina a las subunidades de
ácido glucurónico que forman parte de hemicelulosas.
3.4.1.4. Biosíntesis de pectinas
A partir de Phaseolus aureus se ha obtenido un sistema capaz de formar cadenas de a-l,4-
ácido galacturónico utilizando como donador UDP-D-ácido galacturónico.
En un sistema obtenido a partir de tomate, la incorporación de ácido galacturónico tiene lugar
a partir de TDP-D-ácido galacturónico.
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Figura n023.- Modelo especulativo para la síntesis de celulosa en la membranaplasmática de los vegetales (Emons y col., 1992).
En remolacha se ha visto que esta planta contiene incluso un sistema enzimático capaz de
convertir TDP-glucosa en TDP-D-ácido galacturónico.
La metilación de los grupos carboxilo tiene lugar después de que se ha formado la cadena de
ácido poligalacturónico; parece ser que el donador de los grupos metilo es el compuesto
S-adenosil-L-metionina.
3.4.2. Biosíntesis de 2IicoDroteínas
Las proteínas de la pared se sintetizan en el retículo endoplásmico rugoso, siendo secretadas
al exterior por el mismo procedimiento que los carbohidratos, en vesículas del aparato de
Golgi. Previamente a su secreción las moléculas de proteína se acumulan en las vesículas.
Sufren varias modificaciones después de la síntesis de las cadenas peptídicas y antes de su
secreción a la pared. Entre estas transformaciones hay que destacar la formación de
hidroxiprolina en las cadenas de extensina. En el código genético existe un codón para la
prolina pero no para la hidroxiprolina que se tiene que formar por reacciones de post-
traducción.
La unión de las cadenas laterales de mono- y oligosacáridos a las moléculas de proteína tiene
lugar también antes de su secreción a la pared. El mecanismo no es bien conocido pero
involucra probablemente la transferencia desde nucleótidos de azúcar por la acción de
transferasas específicas. La glicoproteina en forma soluble es secretada en vesículas hacia la
pared celular. Su insolubilización y unión fuerte a la pared parece ser debida a la formación
de enlaces o puentes de isoditirosina, proceso catalizado por una peroxidasa. El esquema de
la biosíntesis de extensina puede observarse en la figura n0 24.
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3.4.3. Biosíntesis de 112n¡na
El primer paso parece ser la formación de los aminoácidos aromáticos fenilalanina y tirosina,
que pueden convertirse en diversos derivados del ácido cinámico; estos por reducción dan
lugar a los alcoholes cumariico, coniferílico y sinapílico a partir de los cuales se forma
lignina. Las ligninas se forman ya en la pared por reacciones de polimerización espontánea
(no catalizadas enzimáticamente) de los alcoholes cinámicos (Figura n0 25). Este carácter
espontáneo determina que la lignina no sea un compuesto único y homogéneo sino un grupo
de sustancias de ciertas propiedades comunes.
Para la lignina, la síntesis de los precursores que tiene lugar en asociación con membranas
del retículo endoplasmático parece estar regulada por los niveles de algunas enzimas como
fenilalanina-amonio-liasa (PAL). La polimerización ocurre en la pared celular y parece estar
regulada por las enzimas implicadas, una peroxidasa y/o ascorbato liasa (Lewis y Yamamoto
1990; Barceló y col., 1992).
3.5. ESTRUCTURA DE LA PARED CELULAR
La forma en que se unen los diferentes componentes de la pared celular es, en gran parte,
desconocida. Esto es debido principalmente a la poca información que existe sobre sus
estructuras.
A continuación se describirá la organización de la pared primaria y de la pared secundaria.
3.5.1. Pared primaria
En la pared celular primaria las hemicelulosas y las sustancias pécticas presentan una
disposición amorfa mientras que los haces que constituyen la celulosa son los que actúan
como verdadero componente estructural,
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Figura n (>5,~ Esquema de la biosíntesis de sustancias fenólicas (Guardiola y García, 1990).
Los polímeros estructurales de Ja pared están interconectados entre sí mediante diferentes
tipos de enlaces que pueden ser covalentes o no covalentes. Entre los enlaces de tipo
covalente se encuentra el enlace glicosídico (ej. xiloglucano-pectina) y como enlaces no
covalentes aparecen el enlace por puente de hidrógeno (ej. xilolucano-celulosa) y los enlaces
iónicos (ej. enlaces entre polisacáridos pécticos) (Melford y Prakash, 1986).
Sobre la base de estas observaciones se han expuesto varios modelos estructurales de pared
celular que serán diferentes según procedan de plantas dicotiledóneas o monocotiledóneas.
Cualquier modelo de pared celular primaria debe permitir explicar las siguientes propiedades:
- gran resistencia para soportar fuerte oposición
- facilidad para crecer sin resistencia
- comportamiento en el tratamiento químico ó enzimático
3.5.1.1. Pared primaria de plantas dicotiledóneas
Aunque ninguno de los modelos estructurales propuestos hasta la fecha justifican plenamente
la disposición estructural de los distintos componentes de la pared celular de las
dicotiledóneas, se describirán aquellos que están basados en un mayor número de evidencias
experimentales y gozan de la mayor aceptación entre los científicos, si bien hay que tener en
cuenta que los modelos propuestos se basan en el estudio de un número limitado de tejidos
vegetales y se deben considerar sólo modelos teóricos.
* Modelo de Albersheim y colaboradores
Fue propuesto por el equipo de Albersheim (Keegstra y col., 1973; Albersheim, 1975;
Albersheim, 1978).
Se basa en la idea de que todos los componentes de la pared celular pueden interaccionar
entre sí por medio de enlaces covalentes y su unión a través del xiloglucano mediante puentes
de hidrógeno con las fibrillas de celulosa. Para explicar este modelo se han propuesto los
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esquemas de las figuras n0 26 y 27.
En ellos puede apreciarse que las fibrillas de celulosa, agregadas lateralmente mediante
puentes de hidrógeno, están cubiertas completamente por una capa de xiloglucano de tina
molécula de espesor. La unión entre ambos polisacáridos se hace mediante puentes de
hidrógeno. En el extremo opuesto estas moléculas de xiloglucano se unen a arabinogalactanos.
Los extremos reductores de arabinogalactanos se unen a las cadenas de ramnogalacturonanos
por enlace glicosídico.
Los residuos de proteína de esta pared enlazan con los polisacáridos mediante restos de
hidroxiprolina, se unen glicosídicamente a tetraarabinósidos y dan lugar a los protoglicanos
y glicoproteinas.
Por último, unidas covalentemente al ramnogalacturonano, se encuentran las cadenas de
arabinogalactanos conectadas a restos de serma de la proteína de la pared.
Aunque hay evidencia del enlace de hidrógeno entre los xiloglucanos y las fibrillas de
celulosa, hay poco apoyo experimental que justifique los enlaces covalentes entre xiloglucano
y cadenas laterales neutras de pectina. Sin embargo, la observación de que la extracción
catalizada con poligalacturonasa facilita la separación de una pequeña cantidad de xiloglucano
de las paredes celulares, sugiere que hay algún grado de interacción (probablemente no
covalente) entre la fracción péctica y el xiloglucano.
La glicoproteina, rica en hidroxiprolina, es un componente de las paredes celulares primarias
pero, a pesar de ello, Albersheim (1978) ha propuesto un modelo reformado en el que
excluyen dicha proteína sobre la base de que no se ha demostrado experimentalmente que
estuviera unida de forma covalente a los polisacáridos de la pared celular. Desde entonces
otras fuentes han subrayado, igualmente, la ausencia de enlace covaJente entre los
polisacáridos y la proteína de la pared.
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Glicoproteina
Microfibrilla
Pectina neutra
Hemicelulosa
Figura no 27 .- Modelo estructural de pared primaria
según Albersheim (Cortés. 1990)
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Figura n0 26.- Modelo estructural de pared primaria
según Albersheim (Barceló y col., 1992).
Pectina ácida
* Modelo de Lamport
Este modelo se basa en la existencia en la pared de una estructura entramada que consta de
dos polímeros: microfibrillas de celulosa penetrando en la malla de una red de extensina,
“suspendidas” en un gel hidrofflico de pectina-hemicelulosa. Los esqueletos de celulosa y
extensina, aún sin estas covalentemente unidos, están entrelazados por la formación de lazos
cerrados de extensina alrededor de las microfibrillas. Esta hipótesis permite que la pared
celular sea rígida y al mismo tiempo capaz de extenderse de manera controlada, implicando
al xiloglucano en el control de este crecimiento. El xiloglucano unido por puentes de
hidrógeno a la celulosa actuaría como un cerrojo que se abre durante su giro, permitiendo que
las microfibrillas de celulosa se deslicen a través de la malla de extensina haciendo posible
el crecimiento en extensión (Melford y Prakash, 1986) (Figura n0 28).
* Otros modelos
-Modelo de Monro.
Este modelo se basa en los estudios hechos sobre paredes celulares de lupino. Coincide con
el modelo de Albersheim en la consideración de microfibrillas de celulosa interconectadas por
una matriz de polisacáridos.
Este modelo dibujado por Monro en 1976 está recogido por Melford y Prakash en 1986
(Figura n0 29). El esquema se explica de la siguiente forma: la mitad de la figura representa
el entramado extensina-hemicelulosa y la otra mitad representa por separado el entramado de
sustancias pécticas que se cree no incluye la glicoproteina de la pared, la extensina. Así, las
microfibrillas de celulosa están enlazadas entre si por dos retículos de polimeros separados.
El primero está compuesto por glico-proteina de la pared y polisacárido (probablemente
hemicelulosas), y el segundo está compuesto por los polimeros pécticos.
-Modelo de Melford y Prakash.
Todos los esquemas propuestos tratan de explicar la unión de unos polisacáridos a otros pero
faltaría explicar con claridad si todas esas uniones dan lugar a varias capas y cómo se
disponen éstas.
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Celulosa
Extensína
lisa
4 Puente deísodiúrosina
Figura n0 28.-
2<
celulosa
Xilogiucano
Pectina
Modelo estructural de pared primaria según Lamport y Epstem
(Barceló y col., 1992).
Extensina
HéliCe de
extens,na
Cuadro n0 II. Contenido relativo de los distintos tipos de polímeros presentes en
paredes celulares de monocotiledoneas y dicotiledoneas.
Componentes Monocotiledoneas
% pared celular
Dicotiledoneas
% pared celular
Hemicelulosa
Xiloglucano
Glucuronoarabinoxilano
f3-D-glucano mixto
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+
+ + +
+ +
24
+
Celulosa 15 23
Pectina
Acido (l—4) cx-D-Galacturónico
Ramnogalacturonano 1
Ramnogalacturonano II
Arabinano, galactano, AGP
10
+
+
2
+
34
+ + +
+ +
+
+ +
Proteína
Extensina
AGP
10
+
++
19
++
++
Dadas las limitaciones que presentan los modelos anteriores, Melford y Prakash (1986)
proponen otra forma de representar tridimensionalmente la disposición de los polisacáridos
de la pared cuyo esquema se recoge en la figura n’> 30.
En este modelo, en la parte más externa de la pared celular se depositan varias capas de
pectina que forman un entramado reticular externo que constituye la lámina media. Las
cadenas pécticas que forman dichas capas están interconectadas por enlaces covalentes y
puentes de calcio, y presentan algunas moléculas de glucosa y xilosa unidas covalentemente.
No se proponen uniones covalentes entre las sustancias pécticas y ningún otro componente
de la pared celular, si bien algunas regiones de estos polímeros están fuertemente unidas a
xiloglucanos por enlaces de hidrógeno. Bajo las capas de la lámina media se sitúan varias
capas de fibras de celulosa unidas al xiloglucano mediante enlace no covalente. La unión
entre xiloglucanos asociados a la celulosa está facilitada por la glicoproteina rica en
hidroxiprolina, a través de uniones no covalentes que incluye puentes de isoditirosina.
3.5.1.2. Pared primaria de plantas monocotiledóneas
Las paredes celulares primarias de monocotiledóneas, del tipo de las gramíneas, presentan
una naturaleza diferente a las paredes de dicotiledóneas, por lo que ninguno de los modelos
estructurales anteriormente mencionados es válido para este tipo de plantas.
En el cuadro n0 II se compara el contenido relativo de los diversos polímeros presentes en
dichas paredes primarias (Carpita, 1990).
En monocotiledóneas, el tipo de polisacárido más abundante son las hemicelulosas, con una
proporción entre el 50 y el 70%, siendo el glucuronoxilano el polímero mayoritario, mientras
que Ja proporción de hemicelulosas en dicotiledóneas es inferior y la fracción predominante
es el xiloglucano. Al contrario que en las dicotiledóneas, la celulosa es menos abundante en
los tejidos de monocotiledóneas; asimismo las sustancias pécticas se encuentran en menor
proporción en las monocotiledóneas, aproximádamente un 10% frente a un 34% en las
dicotiledóneas. Por Ultimo, la proteína es más abundante en dicotiledóneas (Carpita, 1990).
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Figura 29.- Modelo estructural de pared primaria
según Monro (Meliord y Prakash, 1986)
A: entramado de extensina-hemicelulosa.
B: entramado de sustancias pécticas.
M: microfibrillas.
t ‘
A
a
c
Dirección de elongación
Ramnogalacturonano
Cadena lateral de azúcares neutros
~a~rabiyo.galactano/arabinano/galactano
Región esterificada de pectina
Distribución de glicoproteina
en hidroxiprolina enlazada
por puentes de isodifirosina
Fibrillas de celulosa
A Entramado de sustancias pécticas
E Capa de celulosa distribuida al azar
C Capa de celulosa ordenada
Figura «‘30.- Modelo estructural de pared primaria
según Melford y Pr.akash (1986)
3.5.2. Pared secundaria
El material fibrilar de la pared secundaria está orientado de forma más regular que en la
pared primaria y el ángulo de orientación de este material cambia durante la formación, lo
que permite distinguir, según algunos autores (Barceló y col., 1992) varias capas:
-Capa S~: es la capa externa o más próxima a la pared primaria, en donde las espirales
de celulosa forman un ángulo amplio con el eje celular.
-Capa S2: es la capa intermedia y la de mayor tamaño de la pared secundaria.
-Capa 53: es la capa interna, que está en contacto con el protoplasto. En esta capa la
inclinación de las microfibrillas es menor.
Aparte de la celulosa hay otros polisacáridos como hemicelulosas aunque son relativamente
menos abundantes que en la pared celular primaria. Otras sustancias, principalmente lignina,
pueden depositarse en esta pared secundaria.
La formación de la pared secundaria está acompañada a menudo por una modificación en la
composición de la pared primaria y la lámina inedia (modificaciones secundarias en la
composición). Normalmente la modificación es debida a la impregnación con suberina
(suberificación) o con lignina (lignificación). De forma característica la lignificación se inicia
en la lámina media progresando gradualmente hacia la pared primaria y, finalmente hacia la
secundaria.
Las paredes exteriores, así como las células que bordean los espacios intercelulares en
algunos órganos (ej. la cavidad subestomática de las hojas), acumulan cutina. Esta sustancia
puede impregnar las paredes (cutinización) y aún depositarse en superficie (cuticularización).
La cuticularización no impide el crecimiento de la pared.
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4. EVOLUCION DEL CONCEPTO DE FIBRA ALIMENTARIA
El término “fibra alimentaria” corresponde a un grupo de compuestos de diferente estructura
química y no siempre bien identificados. En el momento actual todavía no hay acuerdo sobre
cuáles son estos compuestos y, menos aún, sobre su actividad fisiológica.
Hellendoorn (1981) se refirió a la fibra alimentaria como “una abstracción”. Quizá fue
demasiado lejos pero realmente pensar en la fibra alimentaria como un concepto es más
adecuado que considerarla una sustancia. De hecho abarca una serie de conceptos cada uno
de los cuales tiene su propia validez y sus propias limitaciones. El término fibra alimentaria
es simplemente una expresión abreviada que cubre una amplia variedad de conceptos.
El desarrollo de este término pasa por varias etapas que, siguiendo un orden cronológico, se
pueden clasificar de la siguiente forma:
- Investigaciones preliminares.
- Estudios epidemiológicos y primeras definiciones.
- Nuevas definiciones y discusión sobre los componentes.
4.1. INVESTIGACIONES PRELIMINARES
La primera referencia bibliográfica que se tiene de la fibra data de 1805 en la cual se
denomina “fibra bruta” al residuo que se obtiene por tratamiento químico de la muestra
(Heredia, 1980; Asp y Johansson, 1984).
Como puede deducirse de la definición, el concepto de fibra bruta es totalmente analítico y
no lleva implícita ninguna consideración respecto a los componentes que en ella figuran ni
en cuanto a la trascendencia fisiológica de los mismos.
La inquietud por esta fracción del alimento ha sido constante, a lo largo del siglo XX, en los
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investigadores dedicados al campo de la alimentación. Ya en 1929 MacCance y Lawrence
clasificaron los carbohidratos en disponibles y no disponibles (Southgate, 1969). Es la primera
vez que se hace referencia a la no biodisponibilidad fisiológica de un componente del
alimento, sin precisar cuales son las características estructurales que lo hacen indigestible.
Durante los años 30, algunos investigadores como Williams y Olmsted (Asp y Johansson,
1984) aislan analíticamente, mediante tratamientos enzimáticos, un residuo insoluble que
representa una confirmación experimental “in idtro” de la no disponibilidad fisiológica de
ciertos componentes de los alimentos.
Todo este trabajo, bibliográficamente escaso, lleva a acuñar el término “fibra alimentaria”
dado como tal por Hipsley en 1953 (Asp y Johansson, 1984). A partir de este momento dos
conceptos marcharán unidos: fibra alimentaria y no disponibilidad fisiológica.
En la década de los 60 el máximo exponente de la tendencia a relacionar la fibra alimentaria
con su no digestibilidad fisiológica fue Van Soest. En 1966 la define como el “material
orgánico insoluble e indigestible por las enzimas de los animales”. La dualidad conceptual
anteriormente mencionada se ve reflejada en un método que no reproduce ningún tipo de
condición fisiológica pero a partir del cual Van Soest identifica unos componentes concretos
por primera vez: celulosa, hemicelulosas y lignina. La definición se modifica quedando como
sigue: “la fibra es el material insoluble vegetal que no es digestible por las enzimas
proteolíticas y diastásicas, y que no puede ser utilizada excepto por la fermentación
microbiana en el tracto digestivo de los animales”. En esta definición se introducen dos
nuevas ideas: la procedencia de la fibra de las células de origen vegetal y el hecho de una
posible utilización fisiológica de la misma.
Gran parte de los estudios analíticos correspondientes a esta época, sobre los que se han
desarrol]ado estas ideas, han sido realizados sobre materiales destinados a la alimentación
animal.
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4.2. ESTUDIOS EPIDEMIOLOGICOS Y PRIMERAS DEFINICIONES
El concepto y término fibra alimentada se confirman totalmente en relación con su actividad
fisiológica en el organismo humano en el año 1972, a partir de los estudios epidemiológicos
realizados por Burkitt y Trowell, según los cuales existe una relación entre carencia de fibra
en la dieta y aparición de una serie de enfermedades digestivas y metabólicas (Burkitt y col.,
1972). Este hecho significa introducir un nuevo matiz: la repercusión fisiológica más amplia
para un componente que era ya admitido como no disponible.
La primera definición de fibra alimentaria dada por Trowell data de 1974 y consiste en lo
siguiente: “residuo de las paredes celulares vegetales que no es hidrolizado por las enzimas
digestivas del hombre”. Se establece así un marco de referencia para la libra alimentaria
dentro de la célula vegetal pero es imprecisa por dos hechos:
-Se refiere a un residuo en el que no se sabe exactamente qué componentes hay.
-Al incluir “las paredes celulares” excluye algunos compuestos no estructurales que,
al ser indigestibles, pueden ser considerados como fibra alimentaria.
Por estas razones la definición anterior se modificó para quedar como a continuación se
expresa: “polisacáridos y lignina de las plantas que son resistentes a la hidrólisis por las
enzimas digestivas del hombre” (Trowell y col, 1976).
Parece, pues, que queda unánimemente admitido que la característica fisiológica común a
polisacáridos y lignina es la de ser indigestibles por las enzimas del tracto gastrointestinal
humano.
Después de los estudios de Burkitt y Trowell (1973) se desarrollará una línea de trabajo
totalmente centrada en la alimentación humana que va encaminada a:
-Localizar la fibra alimentaria dentro de la estructura celular correspondiente.
-Definir cuáles son los componentes que forman en realidad la fibra alimentaria.
-Establecer la actividad fisiológica exacta de dichos componentes.
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Cada uno de estos puntos está siendo ampliamente debatido en la actualidad. Se han sucedido
encadenadamente una serie de definiciones cada una de las cuales amplía a la anterior en
cuanto a la incorporación de nuevos conceptos se refiere. Algunas de éstas inciden en lo que
ya había señalado Van Soest, pero en todos los casos estas definiciones adolecen de alguna
imprecisión.
4.3. NUEVAS DEFINICIONES Y DISCUSION SOBRE LOS COMPONENTES
Southgate y col. (1978) opinan que la segunda definición dada por Trowell tiene el
inconveniente de no considerar como fibra alimentaria a todos aquellos compuestos que,
aunque no son de origen vegetal, tienen propiedades semejantes a los componentes de la
misma. Por esta razón proponen la siguiente definición: “suma de lignina y de polisacáridos
que no son digeridos por las secreciones endógenas del tracto digestivo humano” que es
compatible con la hipótesis de Burkitt y Trowell (1975).
Schweizer y Wúrsch en 1979 y Selvendran y col., también en 1979, aceptan la definición
anterior, señalando que, entre los compuestos que quedarían excluidos en la definición de
Trowell (Trowell y col., 1976) se encuentran las celulosas modificadas.
De la definición de Southgate se deduce que la fibra alimentaria está formada por una mezcla
de materiales de la pared celular, de polisacáridos no estructurales y de polisacáridos
utilizados como aditivos alimentarios.
En este momento se dispone de dos ideas unánimemente aceptadas:
-El masco de origen del material que forma la fibra alimentaria.
-La actividad fisiológica que todas ellas comparten.
Sin embargo esta situación no durará mucho tiempo puesto que al intentar concretar qué
compuestos forman la fibra alimentaria surge la controversia.
El mismo Southgate, años más tarde propone otra manera de definir la fibra, aunque el
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concepto de la misma se mantiene respecto al que sugirió anteriormente: “suma de lignina
y de polisacáridos de una dieta que no son a-glucanos, o de una forma simplificada “suma
de lignina y de polisacáridos no almidón”. Este investigador añade que se trata de una
definición de trabajo, es decir, una aproximación con fines analíticos. De aquí que no se
contemplen aquellos componentes de la pared celular que, aunque se encuentran en pequeñas
cantidades, podrían modificar la conducta fisiológica de los polisacáridos.
Englyst y col. (1982) proponen una definición que se aproxima al punto de vista mantenido
por Southgate, ya que considera la fibra alimentaria como polisacáridos no almidón,
exclusivamente, eliminando la lignina.
Por lo dicho hasta el momento, se puede apreciar una tendencia a considerar como fibra
alimentaria únicamente a carbohidratos y lignina, sin embargo hay autores que también tienen
en cuenta otra serie de compuestos. Así, a principios de los 80 han sido propuestos
(Iheander, 1983) como componentes de fibra los siguientes:
a) Proteína, taninos y cutina que están frecuentemente asociados con los principales
componentes de la pared celular. Parece que todos ellos se comportan como la lignina,
presentando resistencia a las enzimas digestivas y a la microflora intestinal.
b) También se indica que habría que considerar a aquellos polímeros y productos de
degradación de los constituyentes de los alimentos que son resultado de los procesos térmicos
a los que son sometidos. A esta categoría pertenecen los complejos tanino-proteína, los
polímeros resultantes de la caramelización y las reacciones de Maillard y el almidón
modificado.
Entre estas dos tendencias ha habido ambigúedad en algunos autores como es el caso de
Cummings, 1981. Por una parte intenta delimitar el concepto desde un punto de vista
químico. Considera que la fibra debe ser definida por los componentes químicos más que en
virtud de su actividad fisiológica como propugnaba Trowell. Señala que la fibra alimentaria
está formada fundamentalmente por polisacáridos no almidón y los clasifica en celulósicos
y no celulósicos, admitiendo la presencia, dentro de los no celulósicos, de hemicelulosas,
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sustancias pécticas, polisacáridos de almacenamiento como inulina y goma guar y las gomas
y mucilagos vegetales. Sin embargo no desestima la lignina, apoyándose en la importancia
que este componente ha demostrado tener en alimentación animal y dado que no se conoce
con exactitud lo que sucede a nivel humano. Por otro lado se cuestiona la trascendencia
fisiológica que pueda tener la íntimaasociación estructural entre almidón y fibra en alimentos
como los cereales.
El debate sobre la definición de fibra enfrenta ahora a dos grupos:
-El de Englyst y col. (1982) para el cual la fibra alimentaria está formada unícamente
por polisacáridos no almidón, excluyendo claramente la lignina y el resto de las sustancias.
Con el tiempo Cummings ha adoptado también esta posición, (Cumming y col., 1985).
-El de otros autores (Asp y col., 1983 y Iheander, 1983) que se cuestionan como
fibra alimentaria los componentes que se citan posteriormente, en virtud de dos hechos
principalmente: su interrelación estructural y la no digestibilidad en el tracto gastrointestinal
humano.
Se discute el papel de numerosas sustancias dentro de la fibra alimentaria: lignina y otros
polifenoles, proteína indigestible y almidón resistente. Lignina y almidón resistente son
ampliamente debatidos mientras que en proteína resistente y taninos trabajan un número
limitado de grupos investigadores. En general, la proteína resistente no es tenida en cuenta;
sin embargo algunos autores (Trowell, 1988; Saura-Calixto y col., 1991), reivindican que
debería ser considerada como componente de la fibra. Respecto a los taninos, se han
encontrado en elevada cantidad en los residuos de fibra insoluble (Saura-Calixto y col.,
1991).
Mientras que la definición más aceptada considera polisacáridos no almidón y lignina (Asp,
1987), en el Reino Unido se utiliza la de polisacáridos no almidón. En realidad esto es
volver, en líneas generales, a la definición de Trowell, pero habiendo definido, desde el punto
de vista químico, las diferentes sustancias y habiendo empezado el desarrollo de estudios que
permiten comprobar ciertos aspectos de la actividad fisiológica de estas sustancias (Van Soest
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1973; Rérat (1978); Fetzer y col., 1979; Kies y col., 1984; Van Soest 1984; Englyst y
Cummings, 1985; Englyst y Cummings, 1986; Englyst y Cummings, 1987).
En 1990 el informe de la British Nutrition Foundation (Heaton, 1990) no adopta ninguna
postura oficial, dejando el término fibra alimentaria sujeto al discurso científico, pero
aconseja a la comunidad científica que se refiera en términos precisos al material en cuestión,
ej: salvado de trigo, pectina de citrus, carboximetilcelulosa, etc. Esta nueva forma de trabajo
facilita la planificación y descripición de los experimentos pero conlíeva una interpretación
de los resultados muy restringida (en términos de hipótesis que relacionan enfermedades con
hábitos alimentarios).
Esta nueva manera de hacer referencia al material de trabajo parece más científica, ya que
a la hora de planificar un experimento es necesario normalmente enfocar hacia una
manifestación muy restringida de la fibra, pero para interpretar los resultados es importante
dirigirse a la fibra de forma lo más amplia posible, sin perder de vista todos los posibles
aspectos involucrados.
En el seno de la Comunidad Económica Europea se han organizado grupos de trabajo cuyos
planteamientos obedecen a este enfoque. Así el BCR (Bureau Communitaire de Référence:
metrología aplicada y análisis químicos) está llevando a cabo estudios interlaboratorio que
permitan la certificación del contenido de fibra en ciertas muestras por diferentes métodos
independientemente de la discusión sobre la definición o de la comparación de resultados
entre dichos métodos.
Recientemente (Abril, 1993) tuvo lugar la 6U reunión del Comité de Gestión COST-92
(Dietary Fibre). En ella, Cummings informó sobre las reuniones del comité científico (Food
Subcommittee on Dietary Fibre, CEC, DG III) para llegar a una definición oficial de fibra.
Tras diversas reuniones sigue sin alcanzarse un acuerdo radicando el principal problema en
la inclusión o no del almidón.
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5. EFECTOS FISIOLOGICOS DE LA FIBRA ALIMENTARIA:
INVESTIGACIONES ACTUALES
5.1. ASPECTOS GENERALES
Durante mucho tiempo la fibra alimentaria ha sido el componente olvidado de los alimentos
debido, probablemente, a su valor nutritivo relativamente intrascendente. En los últimos años
e] interés de los científicos ha ido creciendo progresivamente a partir de los estudios de
Burkitt y Trowell (1975). El efecto preventivo de la fibra está en función de sus efectos
fisiológicos y éstos, a su vez, de las propiedades fisicoquímicas de la misma.
Cleave fue uno de los primeros en referirse al salvado de trigo como laxante y abogó por
dejar de eliminar el salvado y otros elementos, y no por añadir fibra a la dieta. Indicó que
los alimentos transformados por el hombre, como azúcar refinada y harina blanca, podrían
originar enfermedades (Heaton, 1990).
En aquel momento la epidemiología de las enfermedades crónicas estaba iniciándose y la
nutricional no existía como tal. Ambas recibieron un gran estímulo de las hipótesis de Burkitt
y Trowell (Heaton, 1990).
Burkitt extendió y popularizó las ideas de Cleave, pero enfatizó el valor protector de la fibra
en oposición al efecto dañino de los alimentos en los que se había eliminado la misma. Esta
teoría tuvo un gran atractivo para el público y dió a los científicos una hipótesis,
aparentemente sencilla, para trabajar.
Desde que se comenzó a destacar la importancia fisiológica de esta fracción del alimento, su
consumo se ha asociado al efecto preventivo de una serie de enfermedades como cáncer de
colon, diverticulosis, estreñimiento, diabetes, etc. (Burkitt y col., 1972; Hellendorn, 1973;
Burkitt y col., 1974; Colmey, 1978; Heredia, 1980; Martínez Para y Torija Isasa, 1980;
Trowell y col., 1985) (Figuran0 31).
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Enfermedad Coronaria
(Descenso del colesterol plasmático)
Diabetes Mellitus
(Descenso en la
de glucosa)
Estreñimiento(Heces más voluminosas
y más blandas
Aumento del tránsito intestinal)
Figuran0 31.-
Henjia de Hiato
(Descenso de la presión intraabdominal)
Obesidad
(Aumento de la sensación de saciedad)
Diverticulosis
(Heces más voluminosas y más blandas)
Cancer de Colon
(Dilución de compuestos cancerígenos)
Hemorroides
(Heces más voluminosas y más blandas)
Efectos fisiológicos de la fibra alimentaria y prevención de
enfennedades.
La acción beneficiosa de la fibra de cara a la prevención de diversas patologías, como se ha
indicado antes, ha sido señalada en la bibliografía de forma reiterada:
-Diverticulosis: Cummings y col., 1978; Olds, 1978; Gear y col., 1979; Fisher y col.,
1985.
-Estreñimiento: Harvey y col., 1973; Henning y col., 1986.
-Cáncer de colon: Burkitt, 1978; Mclennan, 1978; Cummings, 1981; Sjóding y col.,
1985; O’Neill y col., 1990a; O’Neill y col., 1990b; Szende y col., 1990; Benito y col., 1991.
-Arterosclerosis y cardiopatías: Lebeille y Sauberlich, 1966; Sundaravalli y col., 1971;
Heaton y Pomare, 1974; Kies y Fox, 1977.
-Diabetes: Jenkings y col., 1977; Olds, 1978; Worthington-Roberts, 1981; Zavoral
y col., 1983; Bantle, 1988; Scott y col., 1988; Akanji y col., 1989; Hollander y Szekely,
1989; Malmlofy col., 1989; Carra y col., 1990; Kirsten y col., 1991; Librenti y col., 1992.
-Obesidad: Worthinton-Roberts, 1981; Rigaud y col., 1987; Solum y col., 1987.
-Hipercolesterolemia: Judd y Truswell, 1981; Anderson y Gustafson, 1988; Hoagland,
1989; Mongeau y col., 1990; Klopfenstein, 1990; Anderson y col., 1990; Cobiac y col.,
1990; Riccardi y Rivellese, 1991; Bridges y col., 1992.
En algunos casos se habla de componentes en particular y en otros se considera la fibra como
un todo. No se indican en profundidad los mecanismos que dan lugar a los efectos
beneficiosos que se citan, aunque todos los autores coinciden en señalar la relación existente
entre las propiedades fisicoquímicas de la fibra alimentaria y sus efectos fisiológicos.
Algunos investigadores (Eastwood, 1992; Eastwood y Morris, 1992) están llevando a cabo
estudios muy rigurosos, centrándose en los polisacáridos como principales constituyentes de
la fibra alimentaria y en el hecho de que estos compuestos tienen un amplio espectro de
propiedades fisicoquímicas en función de su estructura.
La determinación cuantitativa de la fibra alimentaria no permite predecir su acción biológica,
ya que los efectos fisiológicos dependen fundamentalmente de las propiedades fisicoquímicas,
que no están relacionadas directamente con la composición química (Schneeman, 1986;
Erosio, 1992).
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La fibra alimentaria, como se ha visto, no es un único compuesto sino una mezcla de
componentes que pueden presentarse de una forma aislada o integrados en tina estructura tan
compleja como es la pared celular de los vegetales.
Se puede hablar, por un lado, de las cadenas de polimeros que se agrupan en conjuntos
ordenados, como es el caso de las fibrillas de celulosa, que son casi resistentes a la
hidratación y al ataque enzimático, por otro lado, de las cadenas de polisacáridos que pueden
existir en solución como “hélices desordenadas”, presentando entre ellas interacciones físicas,
que son fácilmente accesibles a la acción de las enzimas, tales como las sustancias pécticas.
Por último, habría que hablar de los entramados reticulares hidratados típicos de las paredes
celulares de los tejidos vegetales.
En cada caso en particular, los enlaces se estabilizan o se rompen en determinadas
circunstancias. Así, por ejemplo, las uniones ordenadas se estabilizan con enlaces no
covalentes muy débiles y es necesario un cierto número de ellos para conferir fortaleza, lo
que implica una determinada longitud de la cadena. Son muy susceptibles a pequeños cambios
de temperatura y de concentración de sólidos disueltos. Las propiedades reticulares de
polisacáridos específicos dependen en gran parte del espaciado entre irregularidades
estructurales minoritarias a lo largo de la cadena, en lugar de depender de la composición
general como la determinada en su análisis, que informa de la proporción de azúcares
constituyentes
En las estructuras de la pared celular las propiedades fisicoquímicas y la actividad fisiológica
son función de la integridad de la propia pared. Dicha integridad depende de la alteración del
tejido, del grado de maduración y de los tratamientos a los que se someta.
La fibra alimentaria puede actuar en el tracto digestivo de tres formas principalmente:
-como conjuntos macromoleculares,
-como cadenas de polímeros solubles,
-como conjuntos reticulares, hinchados e hidratados.
Aunque algunos de los componentes de la fibra son intrínsecamente insolubles (celulosa),
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otros pueden cambiar su forma física con el tiempo por la agitación mecánica debida a los
movimientos peristálticos y/o por la alteración de sus condiciones físicas a lo largo del tracto
gastrointestinal (sustancias pécticas y hemicelulosas). En general, tales cambios irán
destinados a aumentar la solubilidad e hidratación de la fibra; sin embargo, ciertos
componentes, particularmente los polisacáridos cargados, tales como las sustancias pécticas,
pueden encontrar en el lúmen condiciones que impidan o reviertan el proceso de hidratación
(cambios en el pH, asociaciones intercadena promovidas por contraiones específicos,
reducción de la calidad del solvente por pequeños solutos o por coacervación con proteínas).
Para explicar las propiedades fisiológicas, la fibra alimentaria se compara a un sistema
fisicoquímico de las siguientes características (Eastwood y Brydon, 1985):
Los componentes de la fibra soluble se pueden considerar como integrantes de una fase de
sol continua en la que los constituyentes insolubles e hidratados se dispersan como una fase
de partículas discontinuas. Las partículas de diferente composición química y/o forma física
pueden ser consideradas como constituyentes de fases discontinuas separadas. De forma
semejante, otros componentes de la dieta que no forman parte de la fase continua homogénea
(por ejemplo, grasa que no está en micelas) pueden ser tratados como fases separadas. En
tales sistemas de dos fases o de multifases ciertas propiedades fisicoquímicas, como la
densidad, obedecen a una simple regla de mezclado; sin embargo, otras como la viscosidad
son mucho más complejas y puede ser muy difícil o imposible predecir el comportamiento
a partir de las fases individuales aisladas (Eastwood y Morris, 1992).
En el cuadro n0 III se pueden observar las propiedades fisicoquímicas más importantes de la
fibra alimentaria y su relación con los efectos fisiológicos
A continuación se hará una breve descripción de los efectos más estudiados que se resumían
en la figura n0 31, y se exponen en relación con las propiedades fisicoquímicas en cuadro n”
III.
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Cuadro n0 III. Relación entre las propiedades fisicoquímicas de la fibra
alimentaria y sus efectos fisiológicos.
PROPIEDAD FISICOQUIMICA EFECTO FISIOLOGICO
Viscosidad Retardo del vaciamiento gástrico.
Disminución de la absorción de nutrientes
Descenso del colesterol plasmático
Capacidad de retención de compuestos
orgánicos
Descenso de la absorción de nutrientes
Descenso del colesterol plasmático
Susceptibilidad a la fermentación
bacteriana
Descenso del colesterol plasmático
Aumento del tránsito intestinal
Aumento del peso de las heces
Capacidad de retención de agua Aumento del peso de las heces
Capacidad de intercambio iónico Descenso de la absorción de cationes
83
5.2. EFECTOS FISIOLOGICOS MAS IMPORTANTES
5.2.1. Retardo del vaciamiento Lastrico
La presencia de polisacáridos solubles hace que la velocidad de vaciamiento gástrico
disminuya y el tiempo aumente. Estos polisacáridos, polímeros hidrofílicos, tienen la
propiedad de formar en medio acuoso soluciones viscosas, esta propiedad hace que el
contenido estomacal se haga también viscoso y el vaciamiento gástrico más lento.
El efecto que se deriva de esta lentitud en el paso del contenido estomacal al intestino es un
aumento de la sensación de saciedad después de las comidas. Este efecto se ha asociado con
la prevención de la obesidad.
Algunos investigadores opinan que no hay correlación entre el aumento del tiempo de
vaciamiento gástrico y la absorción intestinal de nutrientes (Edwards, 1990), otros asocian
este efecto a un descenso en la absorción (Schneeman, 1986).
5.2.2. Descenso de la absorción de nutrientes
Diversos estudios han demostrado que la ingesta de fibra da lugar a un menor incremento de
la glucosa plasmática después de las comidas, a un descenso de la absorción de carbohidratos,
lípidos y otros nutrientes (Edwards, 1990; Eastwood, 1992; Eastwood y Morris, 1992).
La absorción de nutrientes en el intestino delgado se debe a dos mecanismos:
1) Las contracciones intestinales crean una turbulencia que mezcla el contenido luminal
y aproxima los nutrientes al epitelio.
2) Los nutrientes difunden a través de la capa de fluido adyacente a la mucosa
intestinal.
Los polisacáridos solubles, debido a la viscosidad que originan, disminuyen la turbulencia,
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el mezclado del contenido luminal, la interacción con enzimas y la disgregación de partículas
sólidas, y aumentan el grosor de la capa adyacente al epitelio disminuyendo la difusión.
Se ha hablado también de que los polisacáridos solubles secuestran, en el gel que forman,
nutrientes, enzimas digestivas y ácidos biliares, e incluso de una acción directa sobre el
epitelio intestinal (Schneeman, 1987).
Los polisacáridos insolubles tienen poco efecto en la fisiología del intestino delgado aunque
también descienden, en menor medida, la glucemia postprandial (Edwards, 1990). Este efecto
se asocia con la presencia de almidón resistente. Se ha postulado que el mecanismo que tiene
lugar es el secuestro por adsorción de carbohidratos en la matriz que forman y que es
resistente al ataque de enzimas pancreáticas.
Este efecto en la absorción, sobre todo de glucosa, ácidos biliares y colesterol, tiene
importancia respecto a la prevención de la obesidad, de la diabetes, de la hipercolesterolemia
y de las cardiopatías que de ella se derivan.
5.2.3. Descenso del colesterol plasmático
Los polisacáridos solubles fijan ácidos biliares y colesterol en el intestino delgado y reducen
su reabsorción en el ileon terminal. Por consiguiente, es mayor la cantidad de ácidos biliares
que llega al colon para su excreción con las heces y menor la que regresa al hígado por
medio de la circulación enterohepática. Esto se interpreta como una señal para aumentar la
síntesis de estos ácidos en el hígado. Como los hepatocitos catabolizan colesterol para formar
ácidos biliares, su concentración disminuye en el interior de la célula y esto produce el paso
de colesterol desde el plasma disminuyendo allí su concentración (Kohn y Ribeiro, 1991).
En e] coJon, la celuJosa y Ja lignina prácticamente no son fermentables; las sustancias pécticas
silo son y las hemicelulosas parcialmente (Eastwood, 1986; Schneeman, 1986).
La fermentación bacteriana de la fibra soluble da lugar a la producción de ácidos grasos de
cadena corta, metano, anhídrido carbónico, hidrógeno y agua. Una gran cantidad de los
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ácidos grasos producidos (acético, butírico y propiónico) es absorbida por la mucosa del colon
y llega a la vena porta. Se ha demostrado que el ácido propiónico inhibe tanto la biosíntesis
hepática de colesterol como la periférica y aumenta su aclaramiento plasmático (Kohn y
Ribeiro, 1991).
El descenso del colesterol plasmático, promovido por la ingesta de fibra, se puede considerar
como una prevención de la arterosclerosis y arteriopatía coronaria.
5.2.4. Aumento del yeso de las heces
En algunos estudios se ha observado que de los constituyentes de la dieta, sólo la fibra
alimentaria influye en el peso de las heces (Eastwood y col., 1984).
Los diferentes tipos de fibra difieren en su capacidad para alterar este peso (Audiotomre y
col, 1990). El salvado de trigo (fibra insoluble, principalmente) tiene una acción eficaz y
predecible, mientras que en el caso de frutas y verduras (sobre todo fibra soluble) el efecto
es impredecible.
El peso de la heces se ve aumentado por la propia presencia física de la fibra que ha resistido
la degradación bacteriana (fibra insoluble) y por la retención de agua que origina (fibra
soluble).
Los polisacáridos solubles tienen una gran capacidad hidrofílica por la presencia de restos de
azúcares con grupos polares libres. La celulosa, con enlaces intermoleculares, tiene poca
capacidad de retención de agua.
En contra de lo que se podría esperar, los polisacáridos solubles tienen muy poca influencia
en el peso de las heces debido a que fermentan con mucha facilidad en el colon. Esta
fermentación produce un aumento en el crecimiento microbiano que no da lugar a un aumento
en el peso de la heces pero hay un efecto osmótico añadido de los productos de la
fermentación bacteriana en la masa fecal. Los ácidos grasos producidos pueden tener un papel
importante en el peso fecal y en el tiempo del tránsito.
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Se ha visto que un aumento de ácidos grasos de cadena corta en heces da lugar a un aumento
en la eliminación de agua fecal (Eastwood, 1992).
La degradación bacteriana se asocia con un descenso del tiempo del tránsito intestinal y con
el aumento de la frecuencia de las deposiciones. La fermentación acelera el tránsito por
mecanismos poco claros. Se producen compuestos gaseosos (metano, anhídrido carbónico e
hidrógeno) y ácidos grasos de cadena corta (acético, butírico y propiónico). Los compuestos
gaseosos pueden distendir el intestino y facilitar la evacuación. El ácido butírico y el
propiónico estimulan las contracciones del colon medio y distal. También tiene lugar por la
fermentación bacteriana la liberación de ácidos biliares y de ácidos grasos que estaban
adsorbidos en la fibra en el intestino delgado. Estos compuestos por la acción bacteriana se
transforman en sustancias con propiedades laxantes (Edwards, 1990).
El metabolismo bacteriano produce cambios en los contenidos colónicos que alteran la
osmolalidad y la absorción. Las observaciones realizadas se pueden aplicar a otras sustancias
poliméricas de la dieta: proteínas, grasa y almidón. El tiempo de mantenimiento de una
estructura física particular varía a lo largo de tracto gastrointestinal. En el caso de la proteína
y el almidón gelatinizado la capacidad de inmovilización de agua es transitoria porque se
digieren rápidamente. El almidón original y retrogradado inmovilizan el agua de una forma
mucho más persistente (Eastwood, 1992).
En la actualidad se está llevando a cabo un estudio dentro de los proyectos pertenencientes
al programa “Food Linked Agro-Industrial Research” (FLAIR 1989-1993) (DG XII. CEE),
cuyo objetivo es el conocimiento de las implicaciones fisiológicas del consumo de almidón
resistente.
Masas fecales más voluminosas y más blandas suponen un menor esfuerzo para la evacuación,
reduciendo de esta forma el riesgo de procesos tales como la formación de divertículos,
hernia de hiato y venas varicosas, que tienen todos en común la elevación de la presión
intraabdominal. La dieta rica en fibra que produce heces más blandas y menos esfuerzos es
también eficaz para el tratamiento de las hemorroides.
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La fibra alimentaria puede reducir la producción y excreción en el organismo de carcinógenos
fecales y determinados estudios han revelado una relación inversa entre ingesta de fibra e
incidencia de cáncer de colon (Kohn y Ribeiro, 1991). También se ha hablado de que la fibra
ejerce, al retener agua, un efecto de dilución de los compuestos cancerígenos.
Por último, respecto a los efectos fisiológicos de la fibra alimentariaen el organismo, hay que
insistir en que el tipo de efecto depende de cada tipo de fibra en particular y que los
mecanismos más profundos que expliquen los efectos producidos están todavía por dilucidar.
Los últimos congresos científicos dedicados monográficamente a la fibra alimentaria, así
como proyectos internacionales coordinados dedican especial atención al tema de los efectos
fisiológicos.
En la conferencia europea “Dietary Fibre: Chemical and Biological Aspects”, celebrada en
1990 en Norwich (Reino Unido), se trató de los efectos en el intestino delgado, en el grueso
y de las repercusiones en el metabolismo de minerales. En la siguiente, titulada “Topics in
Dietary Fibre Research” (Roma, 1992) se expusieron gran cantidad de acciones de la fibra
alimentaria, destacando la relación con el cáncer en diferentes regiones del intestino. El
próximo congreso bianual se celebrará en Nantes (Francia) en junio de 1994 y se denominará
“Dietary Fibre. Mechanisms of Action in Human Physiology and Metabolism” y tendrá
como temas prioritarios, entre otros, la digestión en el tracto gastrointestinal superior,
fermentación y control de la actividad metabólica de las bacterias, fermentación y fisiología
gastrointestinal y metabolismo de los nutrientes.
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6. MiETODOS ANALiTICOS PARA LA DEThRMINACION DE
FIBRA ALIMENTARIA
El análisis de la fibra alimentaria va encaminado al conocimiento e identificación de una
forma exacta de cada uno de sus componentes y a su cuantificación, teniendo en cuenta el
concepto fisiológico de la misma.
La evolución metodológica abarca desde tratamientos sencillos, de aislamiento y posterior
gravimetría, hasta aquellos que permiten identificar diferentes fracciones dentro de la fibra
alimentaria, bien mediante colorimetría o bien por medio de técnicas cromatográficas.
6.1. METODOS PARA LA DETERMINACION DE FIBRA BRUTA
El primer método para evaluar fibra data de los primeros años del siglo XIX aunque no hay
acuerdo sobre la fecha exacta (1805, 1809) (Monte y Vaugham, 1982); se denomina método
de Weende (Asp y Johansson, 1984) y el tratamiento de la muestra se realiza mediante un
ataque secuencial con ácido (H2504) y álcali (NaOH) al 1,25% y al residuo insoluble obtenido
por filtración se le denomina fibra bruta. Es el primer método que se conoce para el análisis
de fibra. En un primer momento se destinó al análisis de forrajes y posteriormente se aplicó
al análisis de alimentos. En la actualidad se utiliza para el primero de los objetivos.
Williams y Olmsted (Asp y Johansson, 1984) indicaron que este método no valora un 40%
de los carbohidratos no disponibles, y Van Soest y McQueen en 1973 precisaron que un 80%
de las hemicelulosas, un 60% de la lignina y un 50% de celulosa no se cuantifican. Otros
autores (Burdaspal y col., 1980) han señalado la gran diferencia cuantitativa que se produce
al emplear un método de fibra bruta para evaluar la fibra alimentaria. Así pues los valores
reales de lo que hoy día se entiende por fibra pueden ser unas cinco veces superiores a los
valores de fibra bruta (Dreher, 1987).
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6.2. METODOS DETERGENTES
En el método de Weende el tratamiento con hidróxido sódico se utiliza para la eliminación
de constituyentes nitrogenados. Sin embargo, se produce abundante gelatinización de almidón
y pérdida de lignina en el filtrado. Para corregir estos inconvenientes se propuso utilizar
exclusivamente una digestión ácida, denominándose el residuo obtenido en este caso Fibra
Normal Acida (NAF) (Walker y Hepburn, 1955). Este método no permite una disolución total
de la proteína por lo cual no es considerado totalmente satisfactorio. Según Van Soest (1963),
la estimación del valor real de esta fracción por este método es menos exacta que la obtenida
por el método de la fibra bruta, a menos que se utilicen tiempos de digestión
excepcionalmente largos.
Puesto que los detergentes aniónicos han demostrado facilitar la disolución de proteínas en
un medio ligeramente alcalino y los compuestos de amonio cuaternario son eficaces para la
disolución de polisacáridos, proteínas y ácidos nucleicos, se estudia su utilidad en la
preparación de residuos de fibra con un contenido bajo en nitrógeno a partir de forrajes. Por
otra parte, la sustitución del hidróxido sódico por un detergente adecuado podría ayudar a
mantener la integridad de la fracción de lignina ya que las condiciones serían más suaves.
Van Soest inicia en 1963 la publicación de una serie de trabajos en los que propone el uso
de soluciones detergentes a pH ácido y neutro para el análisis de fibra alimentaria.
En el primer artículo (Van Soest, 1963a) presenta datos sobre la capacidad de una serie de
detergentes para eliminar el nitrógeno en forrajes. Se estudian los factores que afectan a la
obtención y composición de la fibra, utilizando soluciones detergentes a distintos valores de
pH. Los detergentes utilizados a pH neutro fueron: lauril sulfato sódico, aril alquil sulfonato
sódico, miristato sódico, cloruro de cetil piridinio, bromuro de cetil trimetil amonio, lauril
amina, tween 21 y monolaurato de etilen glicol.
En general los detergentes aniónicos extrajeron más nitrógeno a pH muy bajo.
Van Soest indica que, aunque es difícil medir de una forma precisa la fibra alimentaria, el
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término debería implicar un residuo que esté estrechamente relaccionado con la
indigestibilidad.
El método ácido detergente (Van Soest, 1963b) utiliza bromuro de cetil trimetil amonio en
H2504 lN y determina, en principio, celulosa y lignina.
Según este autor el método da una buena correlación entre fibra alimentaria y digestibilidad
en 18 forrages (r=-0.79), mientras que en el caso de la fibra bruta es algo menor (r=-0.73).
En el residuo de Fibra Acido Detergente (FAD) se estudia, de forma más detallada, el
contenido de lignina y proteína en alimentos que han sido sometidos a varios procedimientos
de calentamiento y desecación revelándose que el método es sensible frente al daño debido
a las reacciones de pardeamiento no enzimático.
A continuación tiene lugar el desarrollo del método neutro detergente (Van Soest, 1967). Se
utiliza como detergente lauril sulfato sódico y se evalúa igualmente fibra insoluble, pero en
este caso incluye, además de celulosa y lignina, también hemicelulosas.
El reactivo lleva en su composición edetato sódico, agente complejante que permite la
solubilización de sustancias pécticas (Belo y Lumen, 1981).
Este método ha sido adaptado para el análisis de alimentos ricos en almidón, para el análisis
de heno (Golding y col., 1985) y para la determinación de sustancias pécticas (Belo y Lumen,
1981).
Para el primer grupo de alimentos, se propone la introducción de una enzima amilolítica, bien
antes del tratamiento con el detergente (McQueen y Nicholson, 1979), en mitad de dicho
tratamiento (Robertson y Spiller, 1977; Robertson y van Soest, 1977) o después del mismo
(AACC Committe on Dietary Fiber, 1981; Asp y Johansson, 1984).
Para el análisis de heno, se sugiere la eliminación de sulfito sódico en aquellas muestras que
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contienen un 30% o menos de proteína, y la eliminación de decalina ya que produce un
aumento del valor de la Fibra Neutro Detergente (FND). Belo y Lumen (1981) establecen un
método para la determinación de sustancias pécticas después de tratar la muestra con la
solución detergente.
Heller (1977) estudia la influencia de factores como el pH y el tamaño de partícula en la
pérdida de hemicelulosas, comprobando que, en salvado de trigo, pericarpo de maíz
purificado y tegumento de cacahuete, el contenido de hemicelulosas desciende al disminuir
el tamaño de partícula y al aumentar el pH.
Con el tiempo, el método neutro detergente ha resultado ser el mejor que existe para el
análisis de fibra alimentaria en heces, dada su gran eficacia en la eliminación del nitrógeno
proteico (Síavin y Marlett, 1983).
En el análisis de alimentos los métodos detergentes presentan una serie de inconvenientes que
han sido señalados reiteradamente en la bibliografía.
Dreher (1987) resume algunos inconvenientes del método ácido detergente:
1) Los alimentos ricos en almidón, proteína o grasa son muy difíciles de filtrar (Van
Soest y McQueen, 1973).
2) La posible precipitación de ácidos orgánicos puede causar valores anómalos
(Robertson y Van Soest, 1981).
3) El residuo puede formar grumos e interferir en la subsiguiente determinación de
lignina (Robertson y Van Soest, 1981).
4) Una muestra de pequeño tamaño puede hacer difícil la medida de la precisión, y
el aumento de la misma puede producir espuma y otras dificultades en la filtración
(Southgate, 1986).
92
Respecto a los inconvenientes del método neutro detergente, Selvendran y Dupont (1984)
indican pérdidas de lignina y componentes solubles en el detergente y la contaminación del
residuo con almidón modificado, llevando a una valoración falsa de FND. Wolters y col.
(1992) y Redondo y col. (1990) coinciden en detectar la presencia de una proporción
considerable de ácido urónicos en el residuo neutro detergente.
Aunque la diferencia FND-FAD puede ser estimada teóricamente como hemicelulosas, en la
práctica esta consideración es errónea debido a:
1. Las sustancias pécticas, taninos y sílice se disuelven durante el tratamiento con
detergente neutro, pero son parte del residuo FAD. Esto podría originar un descenso en la
estima de hemicelulosas.
2. La proteína de la pared celular se recupera en el residuo FND y se disuelve en el
FAD. Esto podría originar un aumento en la estimación de hemicelulosas.
Experimentalmente, Schweizer y Wúrsch (1979) han comprobado, en patata y en coliflor, que
los valores de FND y FAD son muy similares dado el bajo contenido de hemicelulosas que
presentan estos vegetales. Este hecho ha sido constatado igualmente en berenjena, calabacín
y pepino por Redondo y col. (1987). Morrison en 1980 indica que puede haber una retención
parcial de hemicelulosas por parte de la lignina y la celulosa. Cummings en 1981 y Saura-
Calixto y col, en 1983 señalan que se puede producir contaminación del residuo de FAD con
restos de proteína, e incluso una solubilización parcial de lignina en el tratamiento con la
solución detergente ácida. Por último, Marlett y Lee (1980) indican que en el residuo de FAD
puede ir incluida una parte de las sustancias pécticas. Añaden que el tratamiento con el
detergente a pH ácido parece extraer las pectinas de los tejidos no foliares pero no totalmente
de los foliares.
Los métodos detergentes de Van Soest han sido ampliamente utilizados en el análisis de todo
tipo de alimentos, aunque la necesidad de aplicar el concepto de digestibilidad había sido
señalada ya con anterioridad por Remy en 1931, Williams y Olmsted en 1935, Macy en 1942
y Weinstock y Benham en 1951, que proponen el análisis de fibra según métodos enzimático-
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gravimétricos (Asp y Johansson, 1984).
6.3. METODOS ENZIMATICO-GRAVIMETRICOS
El tratamiento en este caso se hace sometiendo la muestra a la acción de enzimas que
eliminan fundamentalmente almidón y proteína.
Algunos de estos métodos evalúan la fibra alimentaria sin diferencias entre sus distintas
fracciones: soluble e insoluble. Otros, sin embargo permiten realizar este tipo de
fraccionamiento.
Se han propuesto numerosos métodos enzimáticos que, con el paso del tiempo, han ido
incluyendo enzimas de mayor eficacia. En el cuadro n” IV figura un resumen de los
principales métodos enzimático-gravimétricos y se detallan los tipos de enzimas utilizados por
cada autor.
En general se puede decir (Greenwood y Milne, 1968) que dentro de las cx-amilasas el
mecanismo de acción depende de la fuente de la enzima. Hidrolizan enlaces cv-D-l,4. No
hidrolizan maltosa y al actuar sobre las amilosas sustituidas determinados grupos representan
impedimento estérico para la enzima. La cx-amilasa de cereales tiene una afinidad mucho más
baja para azúcares pequeños que para los grandes, mientras que las enzimas de mamíferos
tienen una afinidad similar por ambos tipos de sustratos. Para las cv-amilasas de bacterias y
hongos, en el caso de fi. subúhis existe mayor afinidad por la amilosa que por las dextrinas.
Hidrolizan amilosa a D-glucosa y maltosa.
Remy utiliza enzimas amilolíticas y proteolíticas para solubilizar el almidón y la proteína.
Williams y Olmsted emplean pancreatina acompañada de una hidrólisis ácida. Macy modifica
el método anterior para evaluar hemicelulosas. Weinstock y Behan se encuentran entre los
primeros en utilizar enzimas de origen microbiano para eliminar almidón y proteína, pero
estas eran de uso industrial y cuando dejaron de utilizarse con este fin dejaron de estar
disponibles en el mercado. Posteriormente en los años setenta Salo y Kotilainen utilizan
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Cuadro n0 IV. Principales métodos enzimático-gravimétricos y enzimas que
utilizan
AUTOR ENZIMAS
McCance y Lawrence (1929) Takadiastasa
Williams y Olmsted (1935) Pancreatina
Weinstock y Benhan (1951) Enzimas microbianas
Salo y Kotilainen (1970) Pepsina o tripsina
Thomas (1975) Pancreatina
Rhozyme
Hellendoorn (1975) Pepsina
Pancreatina
Elchalzy y Thomas (1976) Amiloglucosidasa
Tripsina
Furda (1977) Amilasa de fi. subtilis
Proteasa
Schweizer y Wiirsh (1979) Pepsina
Pancreatina
Asp y Johanson (1981) Pepsina
Pancreatina
Asp y Johanson (1983) Termamyl
Pepsina
Pancreatina
Meuser y col. (1983) Amiloglucosidasa
Pancreatina/Tripsina
Prosky y col. (1984) Termamyl
Proteasa de fi. Subtiiis
Amiloglucosidasa
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pepsina o tripsina (diastasa). Thomas, incluye pancreatina y otra amilasa. Hellendoorn (1975),
pepsina y pancreatina, lo cual constituye un potente tratamiento enzimático, sirviendo este
método de modelo para otros. Elchalzy y Thomas emplean el tratamiento de la muestra en
autoclave para gelatinizar el almidón y asegurar su hidrólisis óptima con amiloglucosidasa
(Asp y Johansson, 1984).
Un avance en el desarrollo de los métodos enzimático-gravimétricos lo constituye el
fraccionamiento en fibra insoluble y fibra soluble. Esto se logra tratando la muestra con
enzimas, que varian según los métodos, y precipitando con etanol el filtrado que se obtiene
al recoger el residuo de fibra insoluble (Furda, 1977; Schweizer y Wúrsch, 1979).
Asp en 1981 propone ciertas modificaciones a los métodos enzimático-gravimétricos, tales
como la corrección debida a proteínas y cenizas que pueden falsear los resultados obtenidos
para fibra alimentaria. Asimismo sugieren el hervido de la muestra antes de la incubación
enzimática, para mejorar la digestión. Posteriormente, en 1983, introduce en el método
anterior una potente a-amilasa termoestable que consigue la eficaz eliminación del almidón.
Existen otros métodos enzimáticos recogidos en la bibliografía tales como el método de Furda
(1981) y Meuser y col. (1983) (Asp y Johansson, 1984).
En 1984 (Prosky y col., 1984) se propone el primero de los métodos de la Association of
Official Analytical Chemists (AOAC). La evolución seguida por el método ha sido semejante
a la de otros. Son métodos que surgen para responder a una necesidad analítica y, que
después de estudios interlaboratorio, se van modificando en función de las dificultades
encontradas y de las fuentes de error que se aprecien.
En el esquema n0 1 figuran las condiciones para el tratamiento enzimático que se han
propuesto para el método de la AOAC desde el primer momento hasta la actualidad. A
continuación se hará una breve descripción de sus origenes y los cambios que ha ido
sufriendo.
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Esquema n0 1. Principales modificaciones en el método de la AOAC.
En 1981 se concluyó, en una de las reuniones de la AOAC, que se deberían desarrollar dos
métodos para el análisis de fibra: un método rápido y otro más completo que pudiera ofrecer
una información detallada acerca de los componentes de fibra alimentaria. Un grupo de inves-
tigadores organizados por Prosky (Prosky y col., 1984) desarrolló un metodo enzimático-
gravimétrico para responder a la necesidad de un método rápido. Este método se basa en los
de Asp y col. (1983), Schweizer y Wúrsh (1979), Furda y col. (1979) pretende optimizar los
tipos de enzimas y las concentraciones de las mismas para una serie de muestras, del grupo
de los cereales, algunas de las cuales contienen una elevada proporción de almidón y otras
de proteína. Además, otro de los objetivos perseguidos fue establecer como definición de
fibra alimentaria, con fines nutricionales, aquella fracción de los alimentos que no es
digestible bajo las condiciones del método que se va a someter al estudio interlaboratorio.
El método (Prosky y col., 1984) utiliza una amilasa termoestable (termamyl),
amiloglucosidasa y proteasa en condiciones óptimas, sin embargo, después de haberse fijado
los objetivos anteriores y de detallar con exactitud algunos de los pasos, como son las
concentraciones exactas de las soluciones con las que se deben ajustar los valores de pH, el
estudio interlaboratorio reveló ciertas dificultades que se relejan en la gran variabilidad en
los resultados obtenidos por los diferentes participantes para una misma muestra. Esto hace
que alguno de los datos no pudiera ser utilizado para el estudio y que algunos laboratorios
no remitieran los datos correspondientes a algunas de las muestras.
Los principales problemas encontrados fueron:
-Dificultad en la filtración, a lo que se atribuyó la falta de reproducibilidad entre
laboratorios.
-La falta de homogeneidad muy exagerada en los resultados obtenidos en muestras con
bajo contenido de fibra, (ej. patata).
-La hidrólisis enziinática del almidón fue conflictiva. En el caso del arroz la
degradación incompleta se vió que provenía de una incorrecta preparación de la muestra que
dificultaba el acceso de los enzimas a los gránulos. También se señala la posibilidad, para el
resto de los alimentos, de una inactivación enzimática parcial o total durante el transporte.
-El análisis de alimentos procesados presentó dificultades debido a la formación de
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nuevos compuestos como proteínas modificadas y productos de la reacción de Maillard.
-Carencia de un patrón de fibra. Se utilizaron como valores de referencia los dados
por las casas comerciales de las que obtuvieron los productos analizados.
Los resultados fueron concordantes con los obtenidos por el método de Asp y col., (1983)
y con el de Schweizer y Wiirsch (1979), sin embargo fueron inferiores a los obtenidos por
Englyst y col., 1982. Este método fue aceptado oficialmente en 1984 (Prosky, 1992).
En 1985 (Prosky y col., 1985) se proponen modificaciones al método, con Jo que se pretende
conseguir los siguientes objetivos:
-Determinar a qué niveles no es reproducible el método.
-Evaluar el alcance de la degradación del almidón porque su eliminación incompleta
interferirá en la determinación de fibra alimentaria.
-Evaluar el tamaño de poro del crisol adecuado en la determinación de fibra total
(FI).
-Mejorar los valores de los coeficientes de variación para la determinación de FT.
Para asegurarse de que las enzimas que se iban a utilizar eran adecuadas para digerir los
almidones que se encuentran de forma natural en los alimentos, se estableció un
procedimiento para valorar la eficacia del tratamiento enzimático. Esta valoración consistió
en analizar varios almidones y confirmar la ausencia de un residuo significativo.
Se comprobó que, tanto en la patata como en la harina blanca con contenidos elevados de
almidón, la hidrólisis fue completa.
Los coeficientes de variación se redujeron sustancialmente con respecto al estudio anterior,
aunque las muestras con contenidos bajos de fibra siguieron presentando valores elevados.
Finalmente fue aceptado oficialmente por la AOAC (ref. 985.29) (AOAC, 1990).
En 1988 (Prosky y col., 1988) se organiza un nuevo estudio interlaboratorio que introduce
la determinación de fibra insoluble (FI) y fibra soluble (FS) independientemente. En esta
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ocasión el método incluye un cambio en las concentraciones de las soluciones tampones
necesarias para acondicionar las enzimas. Estos cambios han sido introducidos para aumentar
la capacidad tamponante sin aumentar la concentración final de fosfato. Además esto evita
reajustes de pH cuando se utilizan productos ácidos. Para ajustar el pH se sustituyó el ácido
fosfórico por ácido clorhídrico para evitar un aumento concomitante de la concentración final
de fosfato que había dado origen a la coprecipitación de la sal.
Se indica la determinación de fibra insoluble (FI) y de fibra soluble (PS) de forma
independiente.
La precisión del método para las fracciones aisladas, fundamentalmente PS, todavía no es
satisfactoria. Se señala asimismo la necesidad de más estudios con frutas, verduras y semillas
de leguminosas.
Cuando la FT se determina por análisis independiente y se compara con la suma de FI y PS,
los resultados son muy semejantes, a excepción de la soja en la que la FI fue superior a la
FT debido a la coprecipitación de otras sustancias aparte de la fibra. Este método se acepta
oficialmente por la AOAC en 1990 (991.42 y 99 1.43) (Prosky, 1992).
En 1992 (Prosky y col., 1992) se lleva a cabo un nuevo estudio para valorar el método de
1988. Se trata de aplicar el mismo método (Proky y col., 1984) que fue aceptado oficialmente
con las modificaciones en la concentración del tampón, de la base y sustitución de ácido
fosfórico por ácido clorhídrico. Se analizan además de cereales, frutas y verduras con un
mayor contenido que aquellos en fibra soluble.
En general, los valores encontrados para PS fueron superiores a los de FI. Una razón
importante para ésto parecen ser los problemas en la filtración que se pueden resolver
analizando una menor cantidad de muestra: entre 0,50 g y 0,25 g para materiales con elevado
contenido de fibra. El método para la determinación de PS necesita más estudios.
En estudios anteriores (Prosky y col., 1984; Proky y col., 1985; Prosky y col., 1988) no se
publicaron los valores correspondientes a los blancos, a las proteínas y a las cenizas; sin
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embargo, en esta publicación (1992) se da cuenta de los resultados obtenidos en estas
determinaciones tanto en FI como en FS.
En lo que al residuo FI se refiere, algunos investigadores que participaron en el estudio
obtuvieron valores negativos para el blanco, valores próximos a cero para las proteínas y
valores negativos de cenizas.
Para el residuo PS también se han encontrado valores próximos a cero para proteínas y
valores negativos para cenizas.
Estos hechos hacen pensar, por una parte, en la necesidad de revisar el método Kjeldahl para
la determinación de proteína en este caso y, por otro lado, en las pérdidas de celite que tienen
lugar a través del filtro. La calidad tanto de los crisoles como del celite deberían ser revisadas
cuando esas pérdidas exceden de 5 mg.
Se recomienda (Prosky y col., 1992) que el método de fibra insoluble sea adoptado
oficialmente. Este método se puede utilizar paralelamente al método de la determinación de
fibra total para obtener fibra soluble por diferencia, hasta que se desarrolle un método
adecuado.
También aconsejan que las ¡nuestras con elevado contenido de azúcares sean extraídas con
3 volúmenes de metanol al 85% para evitar interferencias en la determinación de fibra.
Se aconseja que se acepte el método de FT y el de FI (Proky y col., 1988) y que se calcule
FS por diferencia.
De todas estas publicaciones sorprenden fundamentalmente dos hechos:
-Por un lado la poca importancia que se da a la determinación exacta de fibra
alimentaria en los alimentos con bajo contenido de fibra.
-El hecho de ver publicados los valores correspondientes a los duplicados y las
diferencias existentes entre ellos (Prosky y col., 1992).
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En la actualidad este método ha recibido numerosas críticas atacando fundamentalmente al
criterio de rapidez que motivó su diseño. Además, el valor absoluto de fibra estimado según
el método de la AOAC puede no corresponder exactamente con los valores de los métodos
cromatográficos a la hora de analizar los polisacáridos no almidón. En este sentido este
método ‘rápido” no tiene hoy día ninguno alternativo que ofrezca mayor información del
contenido de fibra alimentaria, a no ser el propio análisis detallado de los residuos insolubles
obtenidos.
El método ha sido modificado por Lee y col. (1992). Esta modificación consiste en la
introducción de un tampón MES-TRIS en lugar del tampón fosfato, eliminación del ajuste de
pH para la proteasa, y reducción del volumen total de muestra y del volumen de filtración.
El método de la AOAC ha sido adaptado por Li y Cardozo (1992) para alimentos con bajo
contenido en almidón y proteína. Suprimen en este método el uso de enzimas, dado que han
observado que la extracción con hexano y alcohol diluido en frutas y hortalizas da pesos de
residuo comparables a los obtenidos después del tratamiento enzimático. El método consiste
en incubar las muestras en agua a 37<’C, 90 mm. A continuación se precipita con etanol y el
residuo de fibra total (FT) se corrige restando proteínas y cenizas.
En realidad, este método propuesto por Li y Cardozo es un paso más después del que
propusieron en 1988 Li y Andrews, en el que incluían una única enzima, amiloglucosidasa,
para hidrólisis de almidón. En este método no se hidroliza la proteína presente en la ¡nuestra
aunque sí se procede a la hidrólisis de la que está presente en el residuo. La aplicación de
este método a diferentes tipos de hortalizas llevó a la conclusión de que se podía evitar el uso
de enzimas en el análisis de fibra en muestras con bajo contenido de almidón y proteína.
Recientemente se ha llevado a cabo un estudio interlaboratorio en el que se comparan los
resultados obtenidos por este método con los obtenidos por el de la AOAC para Jas mismas
muestras (manzanas, albaricoques, repollo, zanahorias, cebolla y fibra de soja). Los
resultados del estudio aún no han sido publicados (Li y Cardozo, 1993).
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Métodos sin enzimas habían sido ya propuestos por MeCance (1936) que realizaba la
extracción con etanol al 80% para dar tina fracción cuyo contenido en almidón, proteína y
cenizas, se determinaba por separado y se restaba del peso del residuo. Autores como
Siddiqui (1989) han sugerido que el contenido total de fibra alimentaria puede ser evaluado
determinando el contenido de agua, almidón, proteína y cenizas y restándolos del residuo
insoluble en alcohol.
La comprensión del significado de los métodos enzimático-gravimétricos es importante dado
que el tratamiento enzimático está presente también en los métodos que se agrupan bajo la
clasificación de cromatográficos.
6.4. METODOS DE FRACCIONAMIENTO
6.4.1. Método de Soutlwate
Este método (Southgate, 1969) permite un fraccionamiento de diferentes compuestos
admitidos como fibra alimentaria. Este fraccionamiento específico no se había logrado hasta
ese momento y va a ser la base conceptual de los métodos cronmtográficos. El método
permite el fraccionamiento en: polisacáridos solubles en agua, hemicelulosas, celulosa y
lignina. Cada una de estas fracciones se cuantifica mediante colorimetría. El esquema es
técnicamente simple puesto que sólo emplea aparatos sencillos. Es un método largo ya que
requiere varios días para completarlo. Permite un grado limitado de fraccionamiento que
deberá ser seguido por un análisis cuantitativo con métodos razonablemente específicos. Los
resultados sugieren que las diferentes colorimetrías dan un análisis virtualmente completo para
los carbohidratos no disponibles que tienen algún significado nutricional y en el campo de la
química de los polisacáridos. Estos resultados están de acuerdo con estudios más detallados
de paredes celulares de las plantas.
Southgate utiliza takadiastasa para la eliminación de almidón. Esta enzima es una potente
amilasa que desapareció del mercado cuando dejé de utilizarse con fines industriales. Realiza
la hidrólisis de celulosa con H2804 72% (plv), a O-40C durante 24 h, y la hidrólisis de
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hemicelulosas con H2S04 5% (p/v) a lCOt)C. Las determinaciones colorimétricas presentan
el problema de las interferencias. Las hexosas interfieren en el método de pentosas y el
método de ácidos urónicos es poco específico.
Southgate señala además un hecho que muy pocos autores indican y es que las pruebas de
recuperación tal como se entienden convencionalmente, no pueden ser aplicadas en la
determinación de carbohidratos no disponibles. Es imposible simular las condiciones de la
pared celular cuando se añaden polisacáridos purificados a una muestra base.
6.4.2. Otros métodos de t’raccionainiento
Se incluyen dentro de este apartado los métodos de Anderson y Clydesdale (1980a) y de
Monte y Maga (1980). Cada uno de estos métodos resulta de una combinación yio
modificación de métodos anteriores que permitan obtener valores separados para biopolímeros
solubles en agua fría y caliente así corno de sustancias pécticas totales, hemicelulosas,
celulosa y lignina.
Para la hidrólisis de almidón y proteína el primero de estos métodos utiliza pepsina y
pancreatina, mientras que el segundo utiliza amiloglucosidasa y tripsina. Este último método
permite obtener hasta trece fracciones diferentes dentro de la fibra alimentaria.
6.5. METODOS CROMATOGRAFICOS
En primer lugar se describirán las características generales comunes a todos ellos y después
se hará una descripción más detallada de métodos propuestos por diferentes investigadores
teniendo en cuenta las distintas variantes de cada tino de ellos.
Estos métodos constan fundamentalmente de cuatro pasos:
-Tratamiento enzimático para la eliminación del almidón.
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-Hidrólisis ácida de polisacáridos.
-Identificación
-Cuantificación de los monosacáridos, bien por Cromatografía de Gas-Liquido (GLC)
ó bien por Cromatografía Líquida de Alta Eficacia (HPLC).
Las técnicas que se aplican al análisis de fibra permiten la identificación de diferentes
monosacáridos procedentes de los polisacáridos, componentes mayoritarios de la pared
celular. Asimismo, existe la posibilidad de aproximarse al conocimiento de la disposición de
los enlaces entre dichos polisacáridos. Ahora bien, no suministran ninguna información más.
El desarrollo de estos métodos va parejo a dos problemas que ya surgieron con anterioridad:
-La utilización de métodos eficaces para la eliminación de almidón y la reproducción
de las condiciones fisiológicas.
-El debate sobre la definición de fibra.
Además incorporan, lógicamente, nuevas dificultades analíticas típicas de la metodología:
-Hidrólisis de polisacáridos a nionosacáridos.
-Formación de derivados volátiles de dichos monosacáridos que puedan ser analizados
por GLC o neutralización del hidrolizado obtenido para su análisis por HPLC si las
características de la columna lo exigen.
Todos estos problemas son abordados por diferentes investigadores aunque de una forma
paulatina. Establecer un orden cronológico de autores y fechas es muy difícil dado que las
investigaciones sobre los distintos aspectos se desarrollan de forma paralela e independiente
lo cual hace que ciertas mejoras introducidas por unos tarden un tiempo en ser incorporadas
por otros.
6.5.1. Cromal o2rafín de 2as-lipliido: GLC
En este apartado de la memoria figuran aquellos autores que han dado lugar al desarrollo de
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diferentes métodos para GLC, en los cuales han ido introduciendo modificaciones a lo largo
del tiempo y, que, en algunos casos son fruto de interesantes estudios interlaboratorio. En
este sentido cabe destacar la importancia de los siguientes grupos de investigación:
- Theander y colaboradores.
- Englyst y colaboradores.
- Selvendran y colaboradores.
Entre estos investigadores, Theander ha estudiado más a fondo al problema de la hidrólisis
enzimática del almidón, Englyst se ha dedicado fundamentalmente al proceso de
derivatización y Selvendran destaca por considerar la fibra alimentaria dentro del contexto de
la pared celular y, además, en sus trabajos se incluyen muy frecuentemente detalles sobre la
estructura de las paredes relativos a los tipos de enlaces entre polímeros y disposición
estructural de los mismos.
Estos autores no han incidido particularmente sobre el estudio de las condiciones de hidrólisis
de los polisacáridos no almidón.
-Grupo de Theander y col. (Swedish University of Agricultura! Sciences. Uppsala.
Suecia)
Destacan por sus estudios acerca de la hidrólisis enzimática de almidón necesaria para la
determinación de fibra alimentaria. Este grupo de trabajo considera el almidón resistente
como parte de la fibra alimentaria, así como la lignina Klason. Fraccionan la fibra en
insoluble y soluble, haciendo especial hincapié en la problemática de extracción de la fracción
soluble. La hidrólisis de almidón la realizan siempre incorporando como enzimas a-amilasa
termoestable (termamyl) y amiloglucosidasa. La enzima termamyl es una amilasa bacteriana
que al actuar sobre el almidón de patata a 850C durante 45 minutos lo degrada completamente
a sacáridos dializables. No libera cantidades detectables de azúcares al actuar sobre un fi-
glucano purificado de semilla de cebada o sobre un arabinoxilano de cebada ó sobre celulosa
de algodón (Theander y Áman, 1979a).
Proponen realizar la hidrólisis de almidón en diferentes momentos durante el análisis de fibra
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(Theander y Áman, 1979b). Indican dos variantes para un mismo método: A y B. En la
variante A realizan la hidrólisis de almidón antes del fraccionamiento en fibra insoluble y
soluble, mientras que en la B se determina un residuo insoluble previamente a la
determinación de almidón. Esta se realiza independientemente y se resta del valor del residuo
obtenido. Esta modificación puede dar lugar a error en muestras con elevada proporción de
almidón y baja proporción de fibra por eso se sustituyó el B por un esquema de
fraccionamiento C en el que el almidón se elimina antes del aislamiento del residuo de fibra.
La fibra soluble se precipita con etanol y la fibra que se obtiene es la total (Theander, 1983).
Con el tiempo, Iheander y Westerlund (1986) modifican las condiciones de hidrólisis con
termamyl para alimentos procesados, y trabajan a 96% ya que observan que en ¡nuestras
como harina procesada por extrusión puede quedar aproximádamente un 1% de almidón. Esta
enzima la utilizó Asp en condiciones semejantes, pero de forma independiente en 1983. Estas
condiciones dieron resultados de gran precisión para cereales en grano. Aunque esta enzima
fue también utilizada por Neilson y Marlett en 1983, estos autores incluían el tratamiento con
ultrasonidos comprobando que se reduce la eficacia. Se observa que hay una buena
correlación entre los métodos A y C, y entre B y C cuando la muestra no tiene mucho
almidón.
En el denominado método de Uppsala, Theander y col. (1990) incluyen dicha enzima junto
con amiloglucosidasa aconsejando estudiar la actividad degradativa de la fibra que presentan
las enzimas que hidrolizan el almidón. En general, el tratamiento enzimático que se propone
en el método de Uppsala consume más tiempo que el que necesitan los tratamientos
enzimáticos del método de la Association of Official Analytical Chemists (Prosky y col.,
1988) y el de Englyst (1991). Estos dos métodos incorporan también termamyl, el de la
AOAC desde los primeros estudios y el de Englyst por primera vez. Recientemente se ha
llevado a cabo un estudio interlabortorio del método de Uppsala y los resultados están siendo
evaluados en el momento presente por la AOAC (The Referee, AOAC 1992).
Las muestras utilizadas por el equipo de Theander son fundamentalmente cereales y derivados
y hortalizas con elevado contenido en almidón (patata y guisante).
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Otros aspectos de la problemática de la determinación de fibra alimentaria, considerados por
este grupo, se señalan a continuación.
En relación con la fibra soluble se observa que, el tipo de solución empleada en la extracción
condiciona el valor obtenido, no sólo cualitativamente sino también cuantitativamente.
Asimismo, en el líquido que queda después de la precipitación de la fibra se observa un
porcentaje importante de la misma sobre todo en alimentos procesados. La determinación de
lignina se realiza por filtración y posterior gravimetría.
Analizan también ácido acético y cinámico señalando que están formando ésteres con los
componentes poliméricos de la fibra. Se observan porcentajes importantes de estos ácidos en
algunas de las muestras estudiadas: maíz y remolacha azucarera.
En lo referente a la comparación fresco—procesado sí detectan modificaciones que son
obviadas por Englyst (1991)
En cuanto a las condiciones de hidrólisis, estos autores utilizan H2504 muy diluido (0.4-0.1
M) para las hidrólisis secundarias, y en cuanto a las condiciones de derivatización siguen el
método de Sawardeker (1965) de formación de acetatos de alditol y el de Sweely (1963) de
formación de derivados de trimetilsilano. En 1986, incorporan las modificaciones propuestas
por Englyst y Cuminings (1984) y que se detallarán a continuación en el apartado dedicado
a este autor. Como característica peculiar de Theander y col. se puede destacar el análisis de
ácidos urónicos por descarboxilación.
-Grupo de En2lvst y col. (Dunn Clinical Nutrition Centre. Cambridge. Reino Unido).
Este grupo investigador, en el que destaca H. Englyst, se dedica desde hace años al estudio
de la determinación de fibra alimentaria por métodos cromatográficos previa hidrólisis. Sus
estudios se han centrado principalmente en el paso de la derivatización.
Según el método publicado en 1982 (Englyst y col., 1982) digieren el almidón con a-amilasa
y pululanasa. Se hicieron ensayos con otras enzimas comprobándose que su capacidad de
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hidrólisis no era suficiente y que en algunos casos tenían actividad hemicelulásica.
Observan que el procesado de los alimentos puede dar lugar a retrogradación del almidón
gelatinizado y este fenómeno lo haría resistente a la hidrólisis con cx-amilasa. Este almidón
puede ser solubilizado con una solución de hidróxido potásico 2M, hidrolizado con
amiloglucosidasa y determinado como almidón resistente. Se intentó la dispersión con cloruro
de litio que en principio se mostró eficaz pero que ha de ser eliminado antes de adicionar
enzimas. Para acelerar el proceso se necesitan elevadas temperaturas y ello da lugar a
pérdidas.
Neutralizan con carbonato de bario, comprobándose que este paso conlíeva una cierta
dificultad. La reducción y acetilación son procesos lentos y tediosos. La reducción implica
el tratamiento con una solución de tetraborato sódico en amoniaco, mezclar y dejar 2 horas,
añadir metanol al residuo y evaporar a sequedad. La acetilación se realiza añadiendo
anhídrido acético y calentando durante dos horas a 120<’C. Dividen el método en tres
procedimientos que permiten obtener diferentes tipos de fraccionamiento.
Un nuevo diseño del método data de 1984 (Englyst y Cu¡nmings, 1984). Dispersan el almidón
con dimetilsulfóxido (DMSO) que es un agente eficaz en la rotura de enlaces de hidrógeno
intermoleculares. Se facilita la reacción de acetilación añadiendo N-metilimidazol como
catalizador que acelera la reacción y utiliza NH4OH para neutralizar. Modifican el resto del
procedimiento añadiendo octan-2-ol, a continuación una solución de borohidruro sódico en
amoniaco 3M dejando lb a 40<’C. Posteriormente se añade ácido acético glacial y a una parte
alícuota de la solución acidificada se le añade N-metilimidazol seguido de anhídrido acético.
A partir de aquí se pueden seguir dos procedimientos:
a) Añadir agua y diclorometano (Englyst y Cummings, 1984).
b) Añadir etanol y mezclar, a continuación añadir agua, KOH 7,5 M y mezclar,
repetir la adición de KOH 7,5 M y mezclar. Dejar reposar hasta que se separen las dos fases
(Englyst y Cummings, 1984; Englyst y Cummings, 1987 y Englyst y Cummings, 1988).
Después de un estudio interlaboratorio llevado a cabo por Englyst y col. en 1987 (Englyst y
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col., 1987; Englyst y col., 1987) se suprime definitivamente la utilización de carbonato de
bario como agente neutralizante.
En todos estos métodos se mantienen constantes las condiciones de hidrólisis. La
solubilización e hidrólisis de celulosa se realiza con ácido sulfúrico 12 M a 35’~C lii seguido
de ácido sulfúrico 1 M 2 h.
Este método permite como alternativa la determinación colorimétrica del hidrolizado
utilizando ácido dinitrosalicílico en caliente (Englyst y Hudson, 1987).
Existe muy buena correlación entre los resultados obtenidos para el método por cromatografía
de gases y los resultados obtenidos por colorimetría en un elevado número de alimentos
pertenecientes a diferentes grupos: cereales, hortalizas, frutas y frutos secos (Englyst y col.
1988).
La evolución de estos métodos ha permitido pues el establecimiento de las condiciones
óptimas para la determinación de polisacáridos no almidón (NSP) en alimentos frescos y
procesados.
En 1992 Englyst y col, proponen una nueva modificación de su método. Se observa una
tendencia a la disminución del tiempo global que dura el método, mediante una reducción en
los tiempos de cada etapa. Destaca entre todas las modificaciones la introducción de termamyl
y pancreatina, enzimas que ya utilizaban Asp y col. en 1983, y la modificación en las
condiciones de hidrólisis. La hidrólisis primaria se realiza con tina mayor cantidad de ácido
sulfúrico.
Señala, además, que no hay necesidad de dividir los NSP en fracciones soluble e insoluble,
luego se puede omitir el paso necesario para dicha división.
‘lo
-Grupo de Selvendran y colaboradores.(AFRC Institute of Food Research. Norwich.
Reino Unido).
Los trabajos de Selvendran y col. se caracterizan fundamentalmente por hacer referencia,
continuamente, al tipo de tejido en el que se encuentran localizadas las paredes celulares que
constituyen el marco de la fibra alimentaria. Este grupo realiza numerosos estudios
monográficos dedicados a este tema (Selvendran 1984; Selvendran y col., 1987; Selvendran
y Verne 1990). Han propuesto un método en el que poco a poco van introduciendo variantes
que le permiten adaptarse a todo tipo de alimentos evitando así las limitaciones típicas de
otros métodos.
La novedad principal introducida por Selvendran y col. consiste en aislar lo que llaman
“material de la pared celulart’ antes de proceder al análisis de fibra y es lo que otros autores
denominan residuo de fibra alimentaria. Para ello utilizan el siguiente tratamiento: el tejido
húmedo se somete a la acción de un molino de bolas y después se trata secuencialmente con
deoxicolato sódico acuoso al 1% (p/v), fenol/ácido acético/agua y dimetilsulfóxido (DMSO)
al 90% en agua (y/y). Los efectos de coprecipitación se minimizan aislando el material de la
pared celular bajo condiciones en las que la tendencia a asociarse con moléculas
citoplasmáticas, especialmente enlaces de hidrógeno, es mínima (Selvendran y col., 1979b).
Los efectos disolventes del deoxicolato sódico se deben a que interacciona con regiones
hidrofílicas y lipofflicas de proteínas.
El fenol/ácido acético/agua extrae proteínas residuales, el deoxicolato sódico adsorbido y
lípidos, en virtud de una fuerte acción disociativa del fenol y su capacidad para formar
enlaces de hidrógeno.
Se estudió el sistema de homogeneización utilizado observando, mediante examen
microscópico, que la utilización del triturador y el modelo de tejido húmedo fueron necesarios
para desintegrar la estructura celular. El tejido molido húmedo es homogéneo y tiene la
ventaja de ser fácilmente aislado por centrifugación. Favorece asimismo la eliminación
absoluta de almidón mediante métodos químicos o enzimáticos. Para cereales se obtuvo un
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tamaño de partícula en el material de la pared celular de 50 a 150 ítm de longitud y de 15 a
25 jxm de anchura. Tamaños más grandes se obtuvieron para tejidos lignificados (Selvendran
y Dupont, 1980).
Se comprobó que no se producía degradación en los polisacáridos en un ensayo realizado en
muestras de almidón de patata y lisozima. Los resultados sugieren que los polimeros de la
pared celular no se degradan bajo estas condiciones. Sin embargo el molido del material seco
durante 48 horas redujo el tamaño total de partícula a 5-15 pm y puede causar, por tanto,
algo de degradación de los polímeros de la pared celular (Selvendran y Dupont, 1980).
El material así obtenido está virtualmente libre de almidón, proteínas y otros compuestos
interferentes. Para alimentos con elevada proporción de almidón combina el tratamiento
anterior con un ataque enzimático con cy-amilasa y pululanasa, evitando el uso de
amiloglucosidasa por su actividad hemicelulásica.
Selvendran y col. (1979b) prueban diferentes tipos de hidrólisis y métodos de acetilación para
el estudio de la composición monomérica del material de la pared celular, llegando a la
conclusión de que la hidrólisis de Saeman (142504 72% p/p 3 h a 200C y H2504 2N 2 h a
l00<’C) es la que da mayor liberación de azúcares frente a la utilización de H2S04 2N durante
5 horas y ácido trifluoroacético.
El análisis de composición monomérica incluye también las sustancias pécticas que no se
pueden extraer totalmente del material de la pared celular con solventes acuosos inorgánicos
y los polímeros aislados que no se pueden solubilizar con ácido mineral diluido. Para facilitar
la solubilidad recomiendan un tratamiento preliminar con pectinasa. Comprueban que el
142504 al 72% promueve una rápida solubilización de los polisacáridos de la pared celular,
incluidas las sustancias pécticas. La descarboxilación de los residuos de ácidos urónicos de
las sustancias pécticas que se produce durante el tratamiento con ácidos minerales diluidos
es mínima.
Dentro de la fase de derivatización, en la acetilación utilizan la reducción con borohidruro
sódico y como catalizador piridina.
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También realizan el análisis de metilación según el método de Hakomori (1964) separando
en fracciones solubles e insolubles en cloroformo/metanol. Este estudio reveló la naturaleza
de los principales enlaces glucosídicos presentes en el material de la pared celular. La
hidrólisis ácida gradual de dicho material hizo posible evaluar la fuerza relativa de algunos
enlaces glicosídicos.
El material de la pared celular puede ser utilizado también para realizar una extracción
secuencial, con diferentes tratamientos, en función del tipo de tejido que se esté analizando:
-para tejidos parenquimatosos:
- agua caliente
- oxalato acuoso en caliente
-KOH lNy4N
-para tejidos lignificados: realiza un tratamiento de deslignificación que permite la
obtención de la holocelulosa a la cual aplica extracción secuencial con
- agua caliente
- DMSO
-KOH lNy4N
En los tejidos parenquimatosos se vió que, en el material de la pared celular, las sustancias
pécticas solubilizadas por agua caliente eran más esterificadas que los polímeros solubles en
oxalato. Los polímeros solubles en álcali contenían xiloglucanos y otros polisacáridos y una
pequeña cantidad de sustancias pécticas y el residuo final (wcelulosa) contenía además de
celulosa, algunas glicoproteinas y pequeñas cantidades de sustancias pécticas.
A partir de estas observaciones desarrollan estudios detallados de fraccionamiento de
glicoproteinas, encontrando que una gran proporción de glicoproteina rica en hidroxiprolina
estaba asociada a la fracción de a-celulosa y que la mayor parte de ella podía liberarse por
tratamiento con cloruro sódico y ácido acético.
Por sus estudios indican que, en tejidos parenquimatosos, se puede partir del residuo insoluble
en alcohol, haciendo la determinación de proteínas. Para tejidos ricos en almidón es más
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adecuado utilizar el material de la pared celular.
En 1990 Selvendran publica ciertas conclusiones en relación con el enfoque que ha de darse
a los métodos de fibra alimentaria. Al desarrollar métodos para el fraccionamiento de la pared
celular se ha puesto de manifiesto que el tracto gastrointestinal puede estar implicado
activamente en el fraccionamiento de la fibra alimentaria durante el tránsito intestinal y, por
lo tanto, puede ser más ventajoso investigar la química de la fibra alimentaria en línea con
este aparente fraccionamiento, en lugar de insistir en la correlación de los efectos fisiológicos
únicamente con la ingesta cuantitativa como fibra total ó erróneamente como fibra soluble
mediante análisis químico.
Esto se puede hacer extensivo para no considerar el que todas las fibras de cereales
constituyen una fuente de fibra diferente y, de forma semejante, todas las fibras de las frutas
y verduras son otra fuente distinta puesto que dentro de los cereales como, de hecho, dentro
de las frutas y hortalizas, existen diferencias estructurales y composicionales. Estas
diferencias pueden ser responsables de los efectos más que las diferencias generalmente
asumidas como debidas a los individuos.
Existen otros autores que parten del residuo insoluble en alcohol para el estudio de fibra
alimentaria. Bittner y col. (1982) lo utilizan fundamentalmente para verduras pobres en
almidón y proteína, maíz, guisante y patata. Realizan la determinación de almidón en el
residuo insoluble en alcohol, aunque no analizan proteína y pretenden resolver con este
método las dificultades de los métodos gravimétricos. Señalan que los resultados obtenidos
para patatas son comparables con los obtenidos por otros autores.
Bittner y Street (1983) aplican también este método al estudio de forrajes.
Dentro de los estudios de análisis de mediación destacan los de Brillouet <1982) y Brillouet
y Carré (1983) en el campo de las leguminosas.
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6.5.2. Cromato2raffa líquida de alta eficac¡a: HPLC
Si en el caso de la aplicación de la cromatografía de gases al estudio de fibra alimentaria se
han llevado a cabo numerosos estudios, la cromatografía líquida de alta eficacia (HPLC) ha
sido muy poco experimentada en este campo.
Aunque el análisis de hidrolizados de pared por HPLC aparece relativamente pronto en la
bibliografía, (Conrad y Palmer, 1976), no se aplicará a la fibra como tal hasta un tiempo
después. El primer estudio en este sentido se debe a Barton y col, en 1982 y va referido al
análisis del residuo neutro detergente de forrajes. La resolución que obtienen para la muestra
de patrones es satisfactoria, sin embargo, en el análisis de las muestras, la proporción de
azucares presentes sólo permite separar xilosa, arabinosa y glucosa. La galactosa no se separa
de la glucosa, quedando como un hombro en la pendiente descendente de ésta y la ramnosa
no es detectada. En alimentos para el ser humano lo aplican por primera vez Síavin y Marlett
en 1983. Estos investigadores analizan el residuo neutro detergente de una dieta baja en fibra
así como del residuo fecal obtenido después de la ingesta de la misma.
Como puede verse por las fechas, la incorporación a alimentos destinados al ser humano es
bastante tardía y los trabajos encontrados analizan un número reducido de alimentos. Además
es curioso que en estos trabajos, escasos en número, aparezcan dos: Síavin y Marlett (1983)
y Quigley y Englyst (1992), que en su concepción obedecen a un doble objetivo, por un lado
el estudio de las posibilidades que ofrece esta técnica y, por otro el estudio de materiales
biológicos, como heces. Este último hecho es muy poco frecuente en investigación sobre
metodología de fibra alimentaria.
Síavin y Marlett (1983) comparan las posibilidades que ofrecen dos tipos de columnas, una
de sílice (Microbondapack Carbohydrate, Waters Assoc.) y otra de intercambio iónico
(Aminex HPX-85 Carbohydrate column, BioRad).
Cuando los residuos FND del alimento y de las heces se analizaron en la columna de sílice
se detectaron ramnosa, arabinosa, xilosa y glucosa. Dado que en las muestras predomina la
glucosa, siendo algo superior al 75% de los azúcares totales encontrados, no pudo detectarse
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ni manosa ni galactosa que eluyen a ambos lados de la glucosa respectivamente. La columna
Microbondapack no detectó celobiosa. En la columna de metal pesado, utilizada por estos
mismos autores, galactosa y ramnosa coeluyen. La separación de todos los azúcares se
completó en 25 mm. Fueron analizados celobiosa, glucosa, xilosa, arabinosa, manosa y
galactosa/ramnosa.
Estos autores comprueban que no hay variación importante en la cuantificación realizada en
los azúcares al utilizar ambas columnas, lo que es una evidencia indirecta de la exactitud del
método. Síavin y Marlett se decantan en esta ocasión por el método que lleva la columna de
intercambio iónico debido a una serie de razones, además de su capacidad para separar mas
azúcares.
Neilson y Marlett (1983) utilizan la columna de intercambio iónico HPX-87P (BioRad).
Señalan los aspectos positivos de sencillez y rapidez en el análisis, aunque la columna tiene
ciertas limitaciones:
-No se separa ramnosa de galactosa.
-La sensibilidad del detector de índice de refracción es menor que la del detector de
ionización de llama (BID) empleado en cromatografía gaseosa.
A finales de los 80 se incorpora a la tecnología de HPLC un nuevo detector, el de impulso
amperoniétrico (PAD). Este detector será utilizado por Garleb y col. (1989) y por Quigley
y Englyst (1992).
Es de señalar que Garleb y col. aplican esta técnica al análisis de monosacáridos que se
encuentran en materiales fibrosos pero nunca a residuos de fibra previamente aislados.
El paso de neutralización se resuelve muy ventajosamente frente a los procedimentos
utilizados en trabajos anteriores (Ba(OH)2 y CO4Ba). Utiliza una resma de intercambio iónico
BioRad AG4-X4 que neutraliza el hidrolizado ácido.
El método de Quigley y Englyst (1992) resuelve el problema de la neutralización utilizando
una precolumna que precede a las columnas analíticas, lo cual facilita enormemente la
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práctica de laboratorio. Además, el método descrito por estos autores permite la separación
de monosacáridos y hexosaminas.
En ambos casos se indica que los métodos son muy exactos, precisos y con gran resolución
aparte de su sencillez y rapidez.
En el momento presente, en el seno de la Comunidad Económica Europea (Bureau
Communitaire de Référence: metrología aplicada y análisis químicos) se están llevando a cabo
estudios interlaboratorio que permitan certificar el contenido de fibra alimentariaen materiales
de referencia.
Los métodos empleados son AOAC (Proky y col., 1988), Englyst y col. (1992), Quigley y
Englyst (1992) y Uppsala (Theander y col., 1990). Las muestras objeto de estudio son: pan
blanco, pan integral, mezcla de pan blanco e integral y cereales para el desayuno. El objetivo
de estos trabajos es llegar a conseguir tina buena reproducibilidad y repetitividad de resultados
para un mismo método, sin entrar en la discusión de las diferencias cuantitativas que puedan
presentarse entre ellos ni en la discusión del concepto de fibra alimentaria.
Estos estudios se caracterizan por las numerosas modificaciones a que están siendo sometidos
los protocolos propuestos inicialmente hasta llegar a unas condiciones analíticas que permitan
lograr el objetivo propuesto.
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7. INFLUENCIA DE LOS TRATAMIENTOS TERMICOS SOBRE LA
FIBRA ALIMENTARIA.
Desde un punto de vista general, el procesado de alimentos tiene gran importancia en la
actualidad y ello por diferentes razones. Varela (1984) destaca las siguientes:
-El cocinado es una característica típica del comportamiento humano con una base
claramente evolutiva que diferencia al hombre de otros animales.
-Las técnicas culinarias constituyen una herencia socio-cultural.
-El interés por la gastronomía y el placer de comer han ido creciendo de forma
importante en el mundo desarrollado en los últimos tiempos.
Existe numerosa bibliografía dedicada al estudio de las modificaciones experimentadas por
los componentes de los alimentos (Tressler, 1961; Boltman, 1978; Holdsworth, 1979).
Para el caso de la fibra alimentaria el examen bibliográfico revela que se afronta el tema
desde diferentes puntos de vista. Por un lado se analizan las modificaciones cuantitativas. En
este caso, cada método de análisis da lugar a unos resultados diferentes para una misma
muestra y un mismo procesado tiene diferentes efectos sobre distintas muestras. Ahora bien,
aunque la consideración más ampliamente difundida es sólo cuantitativa, es interesante
conocer lo que sucede en esta fracción y sus potenciales componentes, dada la posible
trascendencia fisiológica de una variación no sólo cuantitativa sino también cualitativa (Pilnik
y Voragen, 1984; Amado, 1992).
Existen, asimismo, importantes estudios dedicados a la explicación de los mecanismos
mediante los cuales se justifican los dos tipos de variaciones.
A continuación se pasará a exponer un breve resumen de los hallazgos en estos dos campos:
-Modificación cuantitativa.
-Modificación cualitativa y relación entre la textura y las modificaciones
experimentadas por los componentes fibrosos: explicación de mecanismos.
118
Un aspecto importante a considerar es el hecho de que estos estudios van a tener, en ciertos
casos, utilidad para la industria (Todd y col., 1989; Artz y col., 1990). También se pueden
aplicar para el aprovechamiento de ciertos residuos en agricultura (Barí y col., 1986).
7.1. MODIFICACIONES CUANTITATIVAS
Las tablas de composición de alimentos reflejan los componentes de ciertos alimentos
procesados. Así las tablas Souci-Fachmann-Kraut (1986/87) incluyen los datos de fibra
alimentaria para algunos alimentos procesados. El método utilizado es el enzimático-
gravimétrico de Schweizer y Wúrsch (1979). En Estados Unidos se han elaborado unas
tablas, con propósitos unicamente de investigación, sobre el contenido de fibra alimentaria
de algunos alimentos procesados incluyendo productos de panadería, pastelería y cereales de
desayuno, cereales y derivados, frutas y verduras y preparados comerciales que las contienen,
y legumbres y frutos secos (United States Ministry Of Agriculture, HNIS/PT 106). En este
caso, utilizan el método enzimático-gravimétrico de la AOAC. Se considera en ambos casos
diferentes procesados, pero sólo se aportan datos expresados como g/ 100 g de sustancia fresca
y nada se comenta acerca de posibles variaciones.
En 1988 Englyst y col. (1988) y Englyst y col. (1989) publican una serie de trabajos
dedicados al estudio de la influencia de distintos procesados en diferentes grupos de
alimentos. Utiliza el método diseñado por su equipo (Englyst y col., 1988) y concluye que
no existen diferencias significativas en ninguno de los casos estudiados.
Estas tres fuentes de información proporcionan datos de fibra alimentaria para un producto
fresco y su correspondiente procesado, sin embargo presentan una cierta anarquía en cuanto
a dos hechos:
-No profundizan en cada tipo de procesado.
-No dan cuenta de los cálculos que se han seguido para determinar los contenidos en
fresco y en el correspondiente procesado, ni en las condiciones en que ambos datos son
comparados. Esto hace que sea muy difícil hacer un análisis de los resultados.
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Estos dos hechos se observan reiteradamente a lo largo de la bibliografía. El primero de ellos
es en cierto modo lógico dado que la investigación de cada autor se va a centrar en un
número limitado de muestras y de tratamientos. Sin embargo, el segundo es más difícil de
entender. Son muy pocos los autores que explican la forma en que se han hecho los cálculos
que permiten establecer una comparación lógica (Bomben y Hudson, 1977; Carroad y col.,
1980; Zyren y col., 1983; Reistad, 1984; Nyman, 1984; Nyman y col., 1987; Nyman, 1990).
A continuación se expondrán brevemente los resultados de diferentes investigadores para cada
tipo de procesado en diferentes muestras.
A la hora de establecer una clasificación de los resuitados obtenidos por diferentes autores
se pueden seguir varios criterios:
-Según el método de análisis empleado.
-Según el tipo de procesado.
-Según el tipo de alimento.
Dado que en la bibliografía el criterio que predomina a la hora de elegir uno u otro método
se basa en consideraciones particulares de cada investigador y que es muy difícil aunarlos se
opta por elegir una clasificación en función del tipo de alimento.
Para cada muestra se han estudiado diferentes procesados, evaluando sus efectos por distintos
métodos según los autores.
Se han desarrollado numerosos experimentos en hortalizas. En la mayoría de ellos se estudian
los tratamientos por cocción en el seno de agua. Destaca el número de alimentos estudiados
por Herranz y col. (1981, 1983) y Vidal-Valverde y col. (1983), entre los cuales se
encuentran algunos con mayor contenido en proteína y almidón. En estas muestras se procede
a la cocción y se determinan Fibra Neutro Detergente (FND) y Fibra Acido Detergente
(FAD), celulosa, hemicelulosas, lignina y sustancias pécticas. Los resultados expresados
como g/l00 g de materia seca indican generalmente un aumento de FND y FAD y celulosa
y un descenso de sustancias pécticas.
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En la patata la cocción da lugar a un aumento de fibra insoluble (Varo y col. 1983), un
descenso de FND y un aumento de celulosa.
El tratamiento de cocción a presión (Varo y col. 1984) a distintas temperaturas 1000C, 1200C
y 1300C da un aumento significativo de celulosa, en los polisacáridos no celulósicos solubles
en agua se produce un aumento de galactosa y hay descenso en ácidos urónicos, más
acusadamente a 1300C. Para los polisacáridos no celulósicos insolubles en agua hay un
aumento de glucosa y un descenso de galactosa.
Varo y col., (1984) observan en el tratamiento por microondas un aumento en el contenido
de fibra total de forma menos importante que en el tratamiento por autoclave. En los
polisacáridos no celulósicos insolubles en agua no hay grandes cambios en glucosa y
galactosa.
Durante el horneado se produce un aumento en el contenido de fibra total y de celulosa (Varo
y col. 1984) cuando se aplica el método de Englyst (1981) modificado por Varo.
La fritura da un aumento de fibra alimentaria y de celulosa, y descenso del valor de la fibra
neutro detergente (Varo y col. 1983).
En tomates se estudia la cocción a presión en distintas condiciones de temperatura 100W,
120W y 130”C (Varo y col, 1984). Los polisacáridos no celulósicos solubles en agua
aumentan a lOOt’C y descienden a 120” y 130”. Lignina y celulosa disminuyen a 1300C
siendo los cambios significativos. El tratamiento en autoclave con acidificación del medio
produjo los mismos efectos que en el caso de la patata. El tratamiento por microondas
produce un aumento en los valores de polisacáridos no celulósicos insolubles en agua, no hay
grandes cambios en glucosa y galactosa pero sien los valores de polisacáridos no celulósicos.
El horneado produjo un aumento de lignina y celulosa de todos los constituyentes.
En iudías verdes el cocinado a presión produce un descenso en los valores de FND, FAD,
celulosa y lignina (Vidal-Valverde y Frías, 1991>, y el blanqueado y el enlatado no tienen
ningún efecto (Nyman y col., 1987). En judías verdes en puré se produce un descenso en
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sustancias pécticas durante el hervido en los primeros momentos de la cocción para pasar,
a medida que esta prosigue, a una destrucción total de las mismas (Anderson y Clydesdale,
1980).
El escaldado de esoárraaos (96”C 4 mm) se estudia mediante los valores de FAD y Fibra
Insoluble (FI), determinada por el método de Asp (Heredia y col., 1992). En la fracción de
FAD no hay modificaciones aunque se detecta un aumento de celulosa, posiblemente debido
a productos de condensación tales como fenoles, proteínas y azúcares, originados como
consecuencia del tratamiento térmico. Hubo aumento de proteínas y pérdida de una gran
cantidad de hemicelulosas que fueron evaluadas como la diferencia entre FI y FAD una vez
corregida por cenizas y proteínas.
En guisantes hay un descenso en los valores de FND, FAD, celulosa y lignina (Vidal-
Valverde y Frías, 1991) durante el cocinado a presión. El blanqueado y el enlatado no
producen ningún efecto (Nyman y col., 1987).
Reddy y Sistrunk (1980) observan en batatas que al cocinarías en horno tradicional y en horno
microondas tienen un contenido más elevado de sólidos totales, que puede ser responsable de
parte de las diferencias halladas.
Las batatas cocinadas en horno tradicional tienen mayor cantidad de sustancias pécticas que
las cocinadas por otros métodos.
Al cocinar en horno microondas obtienen mayor cantidad de hemicelulosas y celulosa. El
hervido y la cocción al vapor da lugar a una cantidad de celulosa superior en el caso del
segundo tratamiento.
Las batatas procedentes de distintos cultivares no reaccionan de igual forma a los diferentes
métodos de cocinado: la pectina soluble en agua y la hemicelulosa se asociaron a estas
diferencias entre cultivares.
En leaumbres Vidal-Valverde y col. (1992) observan que el cocinado de las lentejas
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previamente humedecidas redujo la cantidad de fibra alimentaria debido a una pérdida drástica
de hemicelulosas, aunque celulosa y lignina aumentaron.
En lentejas, se ha estudiado, aparte de la variación cuantitativa de la fibra alimentaria que se
produce al procesar los alimentos, también los posibles factores de la pared celular que
pueden influir en la mejor o peor cocción de diferentes tipos de lenteja (Bhatíy, 1990).
El salvado de trigo durante el hervido experimenta un descenso en la fracción soluble en agua
y en la fracción acídica de hemicelulosas siendo este último muy importante. Asimismo se
señala un aumento de lignina. El horneado produce un aumento en el contenido de lignina
(Anderson y Clydesdale, 1980b).
Hasta aquí se ha hablado de alimentos analizados individualmente. Sin embargo, la mayor
parte de los alimentos que consumimos han sufrido un proceso mucho más complejo, dado
que previamente se han mezclado con otros para dar como resultado “alimentos elaborados
o platos complejos”.
En este sentido existen trabajos dedicados al pan (Barber y col. 1984) y algunos a platos
elaborados típicos de la cocina española (Redondo y Villanueva, 1987 ; Díez y Villanueva,
1988).
Barber y col. (1984) analizan los cambios producidos en el contenido de fibra alimentaria
durante el proceso de fermentación en la elaboración del pan. Determinan fibra bruta, FAD
y FND, lignina y celulosa.
En la fermentación de la masa base a pH 6, el contenido de FND aumenta, apenas varía en
la de la masa final, y disminuye ligeramente en la de la masa panaria, aunque esta
disminución es estadísticamente no significativa.
El contenido de FAD se mantiene prácticamente constante en todas las masas de pH inicial
6. Lo mismo sucede con la celulosa; la lignina no cambia.
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En la fermentación a pH 4,6 el comportamiento es similar excepto el de la masa base cuyo
contenido de FAD disminuye un 10%.
En el proceso directo, el contenido de fibra neutro detergente (FND) aumenta un 10% en las
dos primeras horas de fermentación, después se mantiene practicamente constante. El
contenido de fibra ácida detergente (FAD), celulosa y lignina no varía durante todo el
proceso. El incremento de FND durante la primera etapa de la fermentación se debe,
probablemente, a las hemicelulosas, ya que el FAD permanece constante; la pérdida
simultánea de otros constituyentes de la masa, tales como CO2 y etanol no llega a justificar
aquél.
Redondo y Villanueva (1987) aplican el método de fibra bruta y los métodos detergentes
ácido y neutro a seis platos de la cocina española: puré de hortalizas, paella valenciana, pisto
manchego, judías verdes rehogadas, revuelto de habas y coliflor al natural. Comparan los
valores obtenidos en el plato sin cocinar y cocinado. A partir de los resultados obtenidos se
observa que en la fibra bruta, determinada por el método de Sharrer-Kruschner, sólo se
aprecian diferencias significativas entre fresco y procesado en las judías verdes rehogadas y
en el revuelto de habas, que se traducen, atendiendo al tanto por ciento de retención, en un
descenso de 27% (R = 73%) y del 12 % (R = 88%).
En la fibra ácido detergente (FAD) las diferencias significativas corresponden, además de a
los mismos platos que en el caso anterior con pérdidas de 19% (R = 81%) y 13% (R =
87%) respectivamente, al pisto manchego que desciende su contenido en un 15% (R 85%).
La fibra neutro detergente sufre pérdidas estadísticamente significativas únicamente en paella
valenciana, un 19% (R = 81%) y en el pisto manchego 1% (R 99%).
7.2. MODIFICACIONES CUALITATIVAS
El segundo punto a considerar es la modificación estructural que experimenta la fibra
alimentaria durante el l)rocesado.
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Este hecho se viene constatando desde hace tiempo (Mattheé y Appeldorf, 1978). Indican que
las hortalizas procesadas muestran una mayor desintegración en el estómago quelas hortalizas
frescas. Wyman y col. (1976) encuentran que el salvado cocinado tiene menor efecto que el
fresco en el peso de las heces. McConell y col. (1974) observan que el cocinado no tiene
efecto en la capacidad de retención de agua de los vegetales, pero sí en la capacidad de
intercambio catiónico. Hellendoorn y col. (1975), utilizando un método enzimático para Ja
determinación de fibra, así como el método de la AOAC para fibra bruta, no detectan ninguna
diferencia en el contenido de fibra de alimentos para el consumo humano después de cocinar
e indica que la mejora en la digestibilidad es más de naturaleza física que química.
El procesado puede alterar las propiedades físico-químicas de la fibra y, por tanto, también
sus efectos fisiológicos. Los hallazgos en este terreno pueden aportar una valiosa información,
hoy día necesaria, para aclarar el significado del concepto de fibra alimentaria y cuáles son
los componentes que la integran.
Dentro de este campo hay relativamente pocos trabajos. Destacan los de Pilnik y Voragen
(1984) por sus estudios de las modificaciones en las propiedades físicas de las sustancias
pécticas, en los que proponen la utilización de técnicas adecuadas que permitan la evaluación
de las modificaciones sufridas por las sustancias pécticas en el caso particular de la
elaboración de zumos.
Nyman (1992) estudia la influencia de diferentes procesados (congelado, blanqueado,
cocinado y enlatado) en la distribución de pesos moleculares y la viscosidad de la fibra
soluble, además estudia la fernientabilidad y la capacidad de hinchamiento de la fibra
alimentaria en guisantes y zanahorias. Observa que se produce una despolimerización de la
fibra soluble en zanahorias y judías verdes después del tratamiento por microondas, hervido
o enlatado. También observan correlación entre el grado de polimerización y la viscosidad.
Esto puede ser importante para cl metabolismo de carbohidratos, donde la viscosidad tiene
gran importancia.
Estudia ¡nuestras de zanahorias pertenecientes a dos cosechas diferentes. En una de ellas la
fermentabilidad se vió muy afectada por el procesado. La fibra en productos que son
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blanqueados antes de la congelación son más resistentes a la fermentación que las que son
congeladas crudas o cocinadas. Estas diferencias en la fermentabilidad se reflejan en la
capacidad de hinchamiento fecal. En la otra cosecha de zanahorias y en los guisantes la
fermentabilidad es similar después de todos los procesos.
Lintas y col. (1992) estudian los efectos del cocinado tradicional y del procesado industrial
sobre los polisacáridos en diferentes legumbres. La variación más importante se produce en
el almidón. El almidón resistente y las fracciones lentamente digestibles predominan en las
legumbres crudas. Después del cocinado, la cantidad de almidón resistente es altamente
reducida y es digestible un porcentaje más elevado de almidón.
Champ y col. (1990) investigan la influencia del cocido a presión en las propiedades fisico-
químicas de la f’ibra de la pulpa de remolacha azucarera, en la que observan que no hay
modificación sobre las propiedades fisiológicas de la fibra soluble y de la insoluble tras el
tratamiento con autoclave.
Muchos de los cambios de las características de textura de los vegetales se han relacionado
con cambios en los constituyentes fibrosos. Así pues es importante relacionar estos cambios
de textura con los que experimenta la fibra alimentaria. Brandt y col. (1984), en un estudio
realizado con judías, coliflor, patatas, guisantes y maíz cocidos en soluciones de diferentes
pH, observan que las hortalizas procesadas son más firmes a pH 4 y más blandas a pH 10.
Las hortalizas que están más influidas por él son las que tienen más modificaciones en los
componentes de la fibra. Asocian este hecho con los componentes solubles encontrados en
el medio de cocción que son los que reflejan los cambios de la textura.
En realidad el fenómeno más estudiado es el mecanismo por el cual se modifican las
sustancias pécticas durante el proceso de cocción.
Waldron y Selvendran (1990) realizan un estudio en el que señalan que los cambios de
textura, anteriormente mencionados, ocurren como consecuencia de la extracción de calcio
de la región de la lámina media por agentes quelantes adecuados ej. citrato, y también debido
al proceso de 3-eliminación de degradación de pectinas. Estos dos procesos favorecen la
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separación de las células. La degradación de pectina de manzana por 8-eliminación ha sido
estudiada durante el calentamiento en tampón fosfato a pH 7, y estas condiciones son
semejantes a las que se dan en las hortalizas durante el hervido.
Estos resultados muestran que hay una descomposición de las pectinas que se puede producir
durante el hervido de las hortalizas. Para poder predecir los efectos de la degradación B-
eliminativa de los polisacáridos de la fibra alimentaria se compararon los efectos
experimentados por el material de la pared celular purificado cuando se trata con agua
caliente y con oxalato en caliente y con ácido diamino ciclohexano tetraacético (CDTA) a
20W.
Los resultados muestran que los polisacáridos liberados con CDTA son ricos en ácidos
urónicos con algo de arabinosa y galactosa. Por el contrarío los polisacáridos liberados tanto
por agua caliente como por oxalato caliente contienen cantidades considerables de galactosa.
Se comparan también los residuos de cx-celulosa que permanecen después de la extracción
subsiguiente no degradativa con álcali. Mientras que la a-celulosa de las paredes celulares
extraídas con CDTA es rica en galactosa, este monosacárido se encuentra en poca cantidad
en la a-celulosa extraída con oxalato. Se puede concluir, según estos autores (Waldron y
Selvendran, 1990), que la liberación de galactosa por el calor se debe a una depolimerización,
mientras que en condiciones no degradativas pennanece en la fracción de a-celulosa.
Otros fenómenos que se han analizado como responsables del cambio de textura son los
cambios en la cristalinidad de la celulosa en zanahorias. Holdsworth (1979) recoge los
estudios realizados por Schrumpf y Charley sobre las modificaciones de textura de zanahorias
cocinadas al microondas. Estos autores indican una pérdida de peso de un 34,2% utilizando
el microondas, comparándolo con un 15,7% en el método tradicional de cocción. El cocinado
al microondas también causa algo de deshidratación del tejido, aumentando la cristalinidad
de los geles de los carbohidratos de la pared celular originándose un aumento de la
resistencia. En batatas el cocinado al microondas produce una textura más grosera que se
asocia a una unión más fuerte entre los polisacáridos después de la cocción.
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II PARTE EXPERIMENTAL
1. DISEÑO EXPERIMENTAL
1.1. PLANTEAMIENTO
El objetivo fundamental de este trabajo es el conocimiento de las modificaciones que puede
experimentar la fibra alimentaria y los azúcares solubles de algunas hortalizas de consumo
frecuente en España sometidas a la acción de un proceso térmico. Se hace especial hincapié
en la fibra alimentaria por su interés y actualidad científica.
Una vez revisados los conocimientos que actualmente existen en torno a la fibra alimentaria
se pueden deducir las siguientes consideraciones:
-No existe uniformidad de criterios en cuanto al concepto de fibra alimentaria y su
determinación analítica.
-Los resultados obtenidos en alimentos sometidos a tratamientos térmicos son
diferentes según el método analítico empleado.
-Entre la gran variedad de métodos existentes, los que proporcionan mayor
información sobre la composición monomérica de los polímeros que constituyen la fibra
alimentaria son las técnicas cromatográficas.
Teniendo en cuenta el estado actual del tema, la planificación del trabajo se ha realizado de
la siguiente forma:
-Elección de tres hortalizas de consumo frecuente en España: zanahoria, remolacha
y nabo.
-Puesta a punto de la metodología apropiada para el análisis de fibra alimentaria y de
la fracción de azúcares solubles.
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-Estudio de las variaciones que se producen en la fibra alimentaria y azúcares solubles
de las muestras seleccionadas una vez sometidas a proceso de cocción.
-Análisis estadístico de los resultados y valoración de los mismos.
1.2. PREPARACION DE LAS MUESTRAS
Se han seleccionado las siguientes hortalizas en función de su consumo frecuente y de su
similitud botánica:
- Zanahoria: (Daucus carota L. var. sativa)
- Remolacha: (Beta vulgaris L. var. cruenta)
- Nabo: (Brassica napus L. var. sculen¡a).
Las hortalizas objeto de estudio se han adquirido en mercados minoristas de Madrid en
cantidad suficiente para llevar a cabo el esquema experimental diseñado. Una vez en el
laboratorio se elimina la piel y la parte comestible se trocea en piezas de peso homogéneo,
distribuyéndolas después en tres grupos: 1, II y III. Cada grupo se divide en dos partes
iguales, una de las cuales se reserva en fresco y la otra, procedente de cada uno de los grupos
se procesa en distintos momentos. Las condiciones de procesado utilizadas son: autoclave a
121W de temperatura y 1 atmósfera de presión durante 15 minutos, añadiendo 300 mL de
agua (Esquema n0 2). Después del tratamiento térmico se separa la muestra cocida del líquido
de cocción.
Tanto las porciones sin procesar (fresco), como las procesadas, se liofilizan en un liofilizador
Terruzzi-Mevilsa mod. TP-3, con superficie de carga de 0,3 mt dotado de equipo de
registro, dispositivo de termovacio y programador. Las temperaturas alcanzadas en el proceso
de liofilización han oscilado entre -3W en la fase de congelación y 200C en la fase de
desecación, de tal forma que las modificaciones estructurales sean mínimas. A continuación
se homogeneizan y se conservan en frascos de vidrio herméticamente cerrados, a una
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Esquema n’~ 2. Preparación de la muestra.
temperatura de 5W y en ausencia de la luz.
Se han estudiado tres lotes diferentes de cada hortaliza y, como se ha indicado, cada lote se
divide en tres grupos. Los lotes se adquirieron en días distintos entre los meses de abril y
junio.
2. METODOS ANALiTICOS
Las determinaciones analíticas se han llevado a cabo mediante los métodos que figuran en el
esquema n0 3 y que se detallan a continuación. Los reactivos empleados en cada caso se
encuentran en el Apéndice de Reactivos.
2.1. HUMEDAD
Se evalúa por la pérdida de peso que experimenta el material liofilizado respecto al fresco.
Se determina en partes alícuotas contenidas en viales que se liofilizan al mismo tiempo que
el total de la muestra.
Los cálculos se realizan de la siguiente forma:
loo. x
Humedad (gibO g) =
P
donde:
X = diferencia de peso entre la muestra fresca y la liofilizada.
P = peso de muestra contenido en el vial.
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2.2. FIBRA ALIMENTARIA
Entre la gran cantidad de métodos existentes para el análisis de fibra alimentaria, en el
presente trabajo se han seleccionado los que se especifican a continuación.
2.2.1. Métodos 2ravimétricos
2.2.1.1. Métodos detergentes
Se fundamentan en el tratamiento de la muestra con soluciones detergentes en caliente para
obtener la fibra alimentaria expresada como fibra neutro detergente (FND) y fibra ácido
detergente (FAD) (Van Soest y Wine, 1967; Van Soest, 1963b) (Esquema n0 4).
a) Método detergente ácido
Según las indicaciones de Van Soest (1963b) se pesa una cantidad de muestra entre 0,5 y 1 ,Og
y se lleva a un matraz de fondo redondo de 500 mL de capacidad y esmerilado. Se añaden
tres o cuatro perlas de vidrio, para regular la ebullición, y 100 mL de la solución detergente
de bromuro de cetil trimetil amonio a pH 1,5. A continuación el matraz se lleva a una placa
calefactora y se calienta a reflujo; una vez alcanzado el punto de ebullición se mantiene
durante 1 hora. El contenido del matraz se filtra a través de un crisol de vidrio de placa
filtrante (n0 2), previamente calcinado y tarado, con ayuda de vacío. El crisol lleva una capa
de lana de vidrio para facilitar la filtración.
El matraz se lava con agua destilada caliente (90-1000C) y los líquidos de loción se filtran
por el crisol. Finalmente el residuo se lava dos veces con acetona. El crisol junto con el
residuo se deseca en estufa (100W) durante toda la noche. Se enfría en desecador y se pesa.
Posteriormente se calcina en horno mufla a 5000C (3 horas). Se enfría en desecador y se
pesa. De esta determinación se obtiene el valor de las cenizas.
133
Cálculos:
100 (X-X’)
FAD (g/100 g) =
P
donde:
X = Peso del crisol con
= Peso del crisol con
P = Peso de la muestra.
el residuo FAD está constituido,
residuo desecado.
residuo incinerado.
fundamentalmente, por celulosa y lignina.
b) Método detergente neutro
El fundamento es el mismo que en el caso anterior (Van Soest y Wine, 1967). La solución
empleada tiene lauril sulfato sódico como detergente y el procedimiento señala tomar un peso
de muestra comprendido entre 0,5 y 1 g, añadir 100 mL de la solución detergente, cuyo pH
debe estar comprendido entre 6,9 y 7,1 y mantener en ebullición regular durante 60 minutos.
Permite la determinación de un residuo sólido denominado fibra neutro detergente (FND)
formado por celulosa, hemicelulosas y lignina.
2.2.1.2. Método enzirnático-gravimétrico: Método de Asp
Se fundamenta en el aislamiento del residuo de fibra alimentaria mediante el tratamiento de
la muestra con dos enzimas: pepsina y pancreatina. El residuo así obtenido se evalúa por
gravimetría (Asp y col., 1983). Dentro de los métodos gravimétricos, presenta la peculiaridad
de analizar tanto fibra insoluble como soluble (Esquema n ‘~ 5).
Se toman 0,4 g de muestra, se añaden 20 mL de agua y se somete a la acción del calor en
un baño de agua hirviente durante 20 minutos para proceder a la gelatinización del almidón.
A continuación se enfría a temperatura ambiente y se ajusta el pH a 1,5. Se añaden 15 mg
de pepsina y se lleva a incubación con agitación a 40W durante 2 horas.
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Esquema n0 4. Métodos detergentes.
M RA
AD
OELATINIzAcIONI
INCUI3ACJON CON PEPSINA
L~ __
[NCUBACIONcONPANCREAlINA
(2 h /400 C)
FIL3RACJON A VACIO
FILTRADO - -jIIQULIJOS DE
¡
4 Volúmcncs dc
ETANOL.
PRECIPITACION
1 ——
I4I,IRAC ION
IIQIIII)OS DE ¡AVADO 7 RI-ISIDIJO
INC INLRACION
INCINERACION
RESIDIR) - CENIZAS
7
[ANALISIS DE PROTEíNAS
sÉ
RESIDUO - CENIZAS - PROTEINA FIBRA INSOLUBLE1
LiussIDUo~ CENIZAS FIBRA SOLIJBLIj
Esquema n0 5. Método de Asp.
Transcurrido este período de tiempo se ajusta el pH a 6,8 y se añaden 25 mg de pancreatina.
Se incuba en las mismas condiciones que en el caso anterior y posteriormente se ajusta el pH
a 4,5. Para ajustar el pH se utilizan soluciones de ácido clorhídrico e hidróxido sódico.
Ajustado el pH a 4,5 se filtra sobre un crisol de vidrio de placa filtrante (n0 2), previamente
incinerado y tarado, con ayuda de vacío. Se obtiene así un líquido filtrado y un residuo
sólido.
Al líquido filtrado se le añaden cuatro volúmenes de etanol para precipitar la fracción soluble
y se deja en reposo durante 1 hora. A continuación se filtra sobre otro crisol de vidrio de
placa filtrante (n0 2), previamente incinerado y pesado, y se lava con etanol dos veces y con
acetona. Se lleva el crisol a estufa (100W) durante toda la noche. El crisol con el residtío se
enfría en desecador y se pesa. A continuación se incinera en mufla a 500t’C durante 3 horas,
se enfría y se pesa. El residuo seco al que se resta el peso de las cenizas, se corresponde con
la fibra soluble (FS), formada fundamentalmente por sustancias pécticas.
Cálculos:
l00(X-X’)FS (g/l00 g)=
P
donde:
peso del crisol con residuo desecado.
peso del crisol con residuo incinerado.
peso de la muestra.
El crisol con el residuo obtenido tras la primera filtración se lleva a estufa (100W) durante
toda la noche. Se enfría en desecador y se pesa. A continuación se incinera en mufla
(500”C), y se vuelve a enfriar y pesar. El residuo sólido, libre de cenizas y de proteínas, se
corresponde con la fibra insoluble (FI), formada fundamentalmente por celulosa,
hemicelulosas y lignina.
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Cálculos:
l0O(Y-Y’>
FI (g/100 g) = _________
P
donde:
Y = Peso crisol con residuo desecado.
Y’ = Peso crisol con residuo incinerado.
P = Peso de muestra.
En los residuos FAD, FND y FI se lleva a cabo la determinación de las proteínas que no son
solubilizadas y que permanecen en los residuos después del correspondiente tratamiento. En
el caso de los detergentes esta determinación no está indicada en el método pero se ha
realizado para conocer, al igual que en el método enzimático, la eficacia del tratamiento
respecto a la eliminación de proteínas. La determinación en los residuos de fibra, así como
en las muestras, se realiza según el método Kjeldahl (AOAC, 1990a). Se obvia la descripción
del método por no ser objeto de este estudio sino meramente un complemento de los métodos
descritos y estudiados. De la misma forma que en el caso de las proteínas, en las muestras
también se determina el contenido de cenizas (AOAC, 1990b) para poder calcular la eficacia
de eliminación de las mismas por parte de los métodos detergentes y del enzimático-
gravimétrico. Por las razones indicadas anteriormente se omite la descripción del método.
2.2.2. Métodos cronatopráficos
Los métodos cromatográficos para el análisis de fibra alimentaria se fundamentan en el
análisis de los monosacáridos obtenidos tras la hidrólisis de los polisacáridos que la forman.
Los monosacáridos son separados, cuantificados y a partir de ellos se obtienen los valores
correspondientes a los polisacáridos. El análisis implica tres etapas
- Aislamiento de la fibra alimentaria.
- Hidrólisis de los polisacáridos.
- Separación y cuantificación de monosacáridos utilizando el sistema cromatográfico
adecuado.
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a) Aislamiento del residuo de fibra alimentaria (Englyst y Cummings, 1988)
Se introduce, en un tubo de capacidad aproximada de 60 mL, una cantidad de muestra
comprendida entre 100 y 200 mg. Se añaden 2 mL de dimetilsulfóxido (DMSO), se cierra
el tubo e inmediatamente se mezclan los contenidos utilizando un agitador vibrador. Es
esencial que toda la muestra se humedezca y que el material no se adhiera a las paredes del
tubo. Se agita durante un periodo de cinco minutos. Se colocan los tubos en un recipiente con
agua hirviente situado sobre un agitador magnético durante 1 hora.
A continuación se sacan los tubos uno a uno, se abren e inmediatamente se adicionan 8 mL
de tampón acetato ajustado a 50W. Se ponen los tubos en un baño de agua a 42<’C durante
dos o tres minutos. Se añaden 0,5 mL de solución de a-amilasa y 0,1 mL de la solución de
pululanasa y se mezclan en un agitador. Se incuba durante 16 horas con agitación.
Se sacan los tubos del baño y se añaden 40 mL de etanol absoluto. Se mezclan bien y se
dejan durante 1 hora a temperatura ambiente. A continuación se centrifugan a 3500 r.p.m.
durante 10 minutos.
Se elimina el sobrenadante con una pipeta utilizando vacio y se lava el precipitado de la
siguiente manera: se añade metanol al 85%, se agita para formar una suspensión con el
residuo, se centrifuga y se elimina el sobrenadante líquido igual que antes. Se ¡aya una vez
con acetona y se elimina el sobrenadante.
En un baño de agua a 60-65”C el residuo se calienta mientras se agita en un agitador
magnético y se aplica una ligera corriente de aire. Este paso concluye una vez que está
totalmente seco (Esquema n0 6).
b) Hidrólisis de los polisacáridos que constituyen el residuo de fibra alimentaria.
Esta fase de la hidrólisis se realiza mediante la acción de ácidos fuertes. En la bibliografía
se describen diferentes posibilidades (Sloneker, 1971; Selvendran y col, 1979a; Barton y col.,
1982; Reistad, 1983; Petersen y col., 1984; Faulks y Timms, 1985; Englyst y Cuínmings,
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Esquema n0 6. Determinación de fibra alimentaria por HPLC. Aislamiento del residuo.
1988; Graban y col., 1988; Marlett y Navis, 1988; Siddiqui, 1989), si bien se pueden reducir
en dos grandes bloques:
- Hidrólisis con ácido sulfúrico.
- Hidrólisis con ácido trifluoroacético.
b.1) Hidrólisis con ácido sulfúrico (Englyst y Cummings, 1988)
El tratamiento con este agente hidrolítico se realiza en dos etapas:
- hidrólisis primaria con ácido concentrado,
- hidrólisis secundaria con ácido diluido.
Se añaden 0,3 mL de H2504 12 M al residuo de fibra alimentaria aislado anteriormente. Se
calienta a 40W durante 2 horas con agitación. Se añaden 8,4 mL de agua para obtener H2504
0,4 138 M y se mantiene durante 3 horas a 100W en un baño de agua hirviente mientras se
agita.
Durante la hidrólisis primaria se forman ésteres sulfato con la celulosa, especialmente en
y se rompen los puentes de hidrógeno entre las mierofibrillas. El paso de la hidrólisis
secundaria rompe los ésteres forínados en la hidrólisis primaria y regenera el monosacárido
libre. El resto de los polisacáridos se ven afectados de igual forína por la acción del ácido
concentrado.
Después se enfría a temperatura ambiente. El hidrolizado se puede conservar durante 24 horas
a 5
0C (Esquema n0 7a).
b.2) Hidrólisis con ácido trifluoroacético (Barton y col., 1982)
El residuo de fibra alimentaria se pone en un tubo de ensayo y se añaden 20 mL de ácido
trifluoroacético (ATF). Se calienta durante 1 hora en un bloque calefactor a 121’-’C.
Finalizado el calentamiento se deja enfriar el tubo a temperatura ambiente y se procede a la
evaporación hasta sequedad en un rotavapor.
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Esquema n0 7. Determinación de fibra alimentaria por HPLC. Hidrólisis del residuo.
A continuación se añaden 150 mL de agua y se evapora a sequedad de nuevo. Este lavado
se repite dos veces más para asegurar una completa eliminación de ATF. El concentrado final
se redisuelve con 5 mL de agua (Esquema n0 7b).
cl Preparación del hidrolizado para el análisis cromatográfico
Se utilizan diferentes tipos de sistemas cromatográficos, fundamentalmente:
-Cromatografía Líquida de Alta Eficacia (HPLC) que, como ya se ha indicado, es
utilizada en escaso número de trabajos.
-Cromatografía de Gases (GLC), ampliamente difundida.
c.l) Cromatografía Líquida de Alta Eficacia (HPLC~
c. 1.1) Hidrolizado con ácido sulfúrico
Antes de realizar el análisis cromatográfico es preciso neutralizar el hidrolizado (apartado
b.l.). Para ello existen diversos procedimientos descritos en la bibliografía: neutralización
con hidróxidobárico (Síavin y Marlett, 1983), con carbonato bárico (Neilson y Marlett, 1983)
y utilización de la resma de intercambio iónico BioRad AG 4-X4 (Garleb y col., 1989).
Todos ellos han sido estudiados como se podrá coínprobar en el apartado titulado “Estudio
de los métodos de análisis” que figura más adelante.
En el caso del tratamiento con Ba(OH)
2, se añade Ba(OH)2 2 M hasta que el pH alcance un
valor de 3,5 aproximádamente y, a continuación, se añade Ba(OH)2 0,25 M hasta que el pH
quede comprendido entre 6 y 7. Se deja estabilizar durante 1 hora y al cabo de este tiempo
se vuelve a medir el pH, reajustándolo en caso de que sea necesario.
Cuando se utiliza BaCO3, se añaden 11 g de dicho producto a 10 mL del hidrolizado. Se mide
el pH, se comprueba que está comprendido entre 6 y 7, y se deja estabilizar.
En ambos casos, Ba(OH)2 o BaCO3 se forma un precipitado de BaSO4. Se centrifuga a 3500
143
r.p.m. durante 10 minutos y se extrae el sobrenadante. Se lava e] precipitado, habiéndose
comprobado en este estudio que se necesitan 3 lavados con 25 mL de agua para lograr unos
porcentajes de recuperación óptimos (Gráfico n01).
Se mezclan los sobrenadantes obtenidos después de las diferentes centrifugaciones y se filtran
por filtro de 0,45 ~¿ de tamaño de poro y 47 mm de diámetro (HAWPO47000), y a
continuación se pasa por la resma de intercambio iónico para la eliminación de iones bario.
Se utiliza la resma AG 50W-X8(BioRad 142-1451) de unacapacidad total de 5,1 meq/g seco.
Se ha comprobado en este trabajo que es necesario lavar la resma tres veces para lograr una
recuperación óptima de los monosacáridos.
El líquido eluido de la columna de resma se concentra en un rotavapor hasta sequedad, se
redisuelve en 5 mL de agua, se pasa por filtro de 0,45 ji de tamaño de poro y 47 mm de
diámetro (HAWPO47000), y a continuación se pasa por un cartucho Sep-Pack Plus C
18 de
Millipore Waters Associates. Se deposita en un vial y se inyecta en el cromatógrafo (Esquema
n
0 8).
Por su comodidad y rapidez se optó por el método de neutralización que implica la utilización
de la resma de intercambio aniónico AG 4-X4 (BioRad 140-4341), de una capacidad total de
2,8 meq/g seco. Para ello se emplea una columna preparada con 5,7 g de la mencionada
resma. Se pasan 5 mL del hidrolizado y se lava dicha columna tres veces con agua
desionizada, comprobándose que así se obtiene la máxima recuperación (Gráfico n<’ 2). Se
toma una parte alícuota, se filtra por filtro de 0,45 ji de tamaño de poro y 47 mm de diámetro
(HAWPO47000 Millipore, S.A.). A continuación se pasa por un cartucho Sep-pack C¡g, se
deposita en un vial y, se inyecta en el equipo cromatográfico (Esquema n0 9).
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Gráfico n<’ 1. Eficacia de los lavados del precipitado de sulfato de bario.
-o
o
o,
a
o
o’
nl
-~ ¿59 ca
SS’ -~
..g ~#
o
cao6
a
-o
o
‘o
o,
o-
o
nl
Ñ
60
6 6SSS’ N g~SS’ ‘5’
‘la
Gráfico u’> II. Eficacia de los lavados de la resiíia AG4-X4 (BioRad).
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Esquema n0 9. Determinación de fibra alimentaria por HPLC: b) Neutralización y
purificación del hidrolizado.
Las condiciones cromatográficas son:
-Columna: Aminex HPX-87P, 300 x 7,8 mm (BioRad).
-Precolumna: 125-029 (BioRad).
-Bomba: Mod. 6000 A (Waters).
-Detector: ERC-7522 (Erina). Sensibilidad 4x.
-Integrador: Data Module Mod. 701 (Waters).
-Termostato: Haake Mod. D8 (Haake).
-Baño de agua: Mod. WH9 (Haake).
-Fase móvil: agua desionizada a 85
0C.
-Flujo: 0,5 mL/mm.
Cálculos:
El integrador utilizado mide áreas que transforma en concentraciones aplicando un factor de
respuesta calculado durante la calibración del integrador.
C. Factor de dilución . 100
Monosacárido (g/ 100 g) —___________________________
P
C = concentración expresada en gramos
P = peso de muestra
y
1. V3
Factor de dilución = ____________
V2 .V4
= volumen total de hidrolizado (mL)
= volumen de hidrolizado tomado para hacer el análisis (mL)
= volumen final del hidrolizado analizado (jil)
= volumen de inyección (jil)
c.1.2.) Hidrolizado con ácido trifluoroacético (Barton y col., 1982)
El hidrolizado (apartado b.2) una vez preparado, se pasa por cartucho Sep-Pack C1~, se filtra
por filtro Millex y se inyecta en el cromatógrafo.
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Las condiciones cromatográficas son:
- Columna: Polygosil 60-5NH2.
- Bomba: Mod. 6000 A (Waters).
- Detector: Milton Roy Refractomonitor IV
- Integrador: Mod. CRiA (Beckman).
- Fase móvil: acetonitrilo: agua 75/25.
- Flujo 0,9 mL/mm.
Cálculos:
Hs . C . 100
Monosacárido (gibO g) = _________________
Hp.P
donde:
- Hs: altura del pico de azúcar en la muestra problema.
- C : concentración de azúcar en la solución patrón.
- P : peso de la muestra expresado en g.
- Hp: altura del pico del patrón interno.
c.2.) Cromato2rafía de Gases (GLC) (Método de Englyst y Cummings, 1988)
Se toman 3 mL del hidrolizado obtenido con ácido sulfúrico (apartado b. 1) y se añaden 0,5
mL de solución de mio-inositol utilizado coíno patrón interno, que contienen la cantidad
adecuada del mismo, y a continuación 0,6 mL de hidróxido amónico 12 M. Se mezclan y se
comprueba si la solución es alcalina.
Seguidamente se añaden 0,4 mL de una solución 3 M de hidróxido amónico que contenga 50
mg/mL de borohidruro sódico y aproximádamente 5 ji
1 de octan-2-ol como surfactante. Se
mezcla y se deja en reposo durante 1 hora a 40”C.
Al cabo de este tiempo se añaden 0,3 mL de ácido acético glacial y se mezcla. Se toman
0,5mL de la solución acidificada, se añaden 0,5 mL de l-ínetilimidazol y 5 mL de anhídrido
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acético. Se mezclan y se deja estabilizar 10 minutos.
A continuación se añaden 0,6 mL de etanol y se deja estabilizar durante 5 minutos. Se añaden
5 mL de agua, se mezcla y se vuelve a dejar en reposo 5 minutos.
Se ponen los tubos en un baño de agua fría y se añaden 5 mL de hidróxido potásico 7,5 M.
Al cabo de unos minutos se adicionan 5 mL más del mismo hidróxido.
Se añaden 0,5 mL de acetato de etilo, se tapan los tubos y se mezcla su contenido por
inversión. Se deja hasta que la separación en dos fases sea coínpleta. La parte superior se
transfiere a un vial para su almacenamiento a 5W. Este paso se repite dos veces habiéndose
comprobado que así se logra practicamente el 100% de recuperación (Croínatograma n” 1).
Se inyecta en el cromatógrafo de gases. Las condiciones cromatográficas utilizadas son:
- Columna: 30 mm x 0,32 ínm de sílice fundida cubierta con Durabond.
- Temperatura del inyector: 250<~C.
- Temperatura de la columna: 150W (5) 40/min -> 250W (5).
- Temperatura del detector: 275W.
- Gas portador: Helio 85 Kpa.
Cálculos:
HT. WI. 100. FR. 8
Monosacárido (g/l00 g)
HI.WT
donde:
HTyHI =
WTyWI
FR=
alturas de los picos de
respectivamente.
peso de muestra problema y del patrón interno respectivamente.
factor de respuesta para cada uno de los azúcares, obtenido a patir de
la calibración con una muestra patrón de azúcares analizada en paralelo
con la muestra. Se calcula de la siguiente forma:
la muestra problema y del patrón interno
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Hp. Pa
FR=
Ha. Pp
donde:
Mp y Ha = altura del pico del patrón interno y del azúcar correspondiente en
o
la solución patrón.
Pa y Pp = peso del azúcar correspondiente y del patrón interno en la solución
patron.
o
ootCo
o
o
1
2
3
4
__ A-
fi- L..........— — —
Cromatograma n01. Eficacia de las extracciones con acetato de etilo. Cromatograma
obtenido para los monosacáridos después de:
1. Primera extracción.
2. Segunda extracción.
3. Tercera extracción.
4. Cuarta extracción.
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2.2.3. Método esuectrofotométrico: determinación de sustancias nécticas
.
Se ha seguido el método de Scott (Scott, 1979), adaptado en este trabajo. El método se
fundamenta en la formación de un complejo coloreado al reaccionar el 3,5-dimetilfenol con
los ácidos urónicos que forman parte de la estructura fundamental de las sustancias pécticas.
El color desarrollado se mide espectrofotométricamente, a una longitud de onda de 450 nm
cuantificando los ácidos urónicos y a partir de ellos, las sustancias pécticas.
Este método consta de dos partes que figuran en los esquemas 10 y 11:
-Solubilización y extracción de las sustancias pécticas.
-Análisis cuantitativo por espectrofotometría.
En el capítulo correspondiente al estudio de los métodos se detallará el estudio de la
especificidad del reactivo del 3,5-dimetilfenol frente a otro fenol ampliamente utilizado,
m-fenilfenol.
Se pesan 0,100 g de muestra que se introducen en un tubo de centrífuga y se añaden 40 mL
de metanol al 85%. A continuación se lleva a un agitador magnético con aplicación de calor
(100W), durante 20 minutos. Transcurrido este tiempo se centrifuga a 3500 r.p.m. durante
10 minutos. El proceso de extracción se repite dos veces. A partir de este extracto es donde
se realiza posteriormente el análisis de azúcares solubles (DeVries y col., 1979; Wilson y
col., 1981; Salvo y col., 1984) (apartado 2.3 de la Parte Experimental).
Al residuo, exento de azúcares solubles, se le añaden 30 mL de una solución caliente de ácido
oxálico/oxalato amónico 0,125% (pH=4,0). Se agita en caliente durante 10 minutos y
después se centrifuga a 3500 r.p.m. 10 minutos. Se extrae el sobrenadante. Se repite la
operación tres veces y se enrasa a 100 mL con la solución extractiva.
El método colorimétrico utilizado, como ya se ha indicado, es una modificación del descrito
por Scott en 1979. Se toman 0,5 mL del extracto de sustancias pécticas de la muestra en un
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Esquema n0 10. Extracción de azúcares solubles y aislamiento de sustancias pécticas.
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Esquema n
0 Li. Extracción y cuantificación de sustancias pécticas.
tubo de ensayo que se lleva a un baño de hielo y se añaden 8 mL de ácido sulfúrico
concentrado, para hidrolizar el polisacárido. Se agita el contenido del tubo y se lleva a un
baño a 700C durante 40 minutos. Se saca del baño, se enfría rápidamente y se añaden 0,5 mL
de solución de 3,5-dimetilfenol (0,1% en acético glacial). Se mantiene durante 40 minutos
en oscuridad y se lee el color desarrollado a 450 nm en un espectrofotómetro marca Perkin-
Elmer, mod. Coleman 55.
Cálculos:
Se utiliza la siguiente fórmula correspondiente a la ecuación deducida de la recta de
calibración:
Y = 0,0139779 X - 0,002178
donde:
X = concentración expresada en ¡ig/ 0,5 mL.
Y = valor de absorbancia obtenido en el espectrofotómetro.
C . Factor de dilución . 100
ácido galacturónico (g/l0O g) = _____________________________
P
donde:
C = concentración expresada en g.
loo
Factor de dilución = ______
0,5
P = peso de la muestra.
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2.3. AZUCARES SOLUBLES
2.3.1. Cromato2raf’fa Líquida de Alta Eficacia (HPLC)
.
Para esta determinación analítica se siguen las indicaciones de Wilson y col. (1981). Los
azúcares solubles se extraen de la muestra con metanol al 85% a una temperatura de 1000C
y agitando durante 20 minutos. A continuación se centrifuga (3500 r.p.m./10 minutos) y se
separa el sobrenadante del residuo. El residuo se emplea para la determinación de sustancias
pécticas, como se ha indicado anteriormente (apartado 2.2.3. de la Parte Experimental), y
el sobrenadante que contiene los azúcares solubles, se concentra en rotavapor y se redisuelve
con agua destilada (solución 5) (Esquema n010).
Se toma una parte alícuota de la solución 5 y se filtra a través de un cartucho Sep-Pack C
18.
Se toman 2,5 mL del filtrado anterior y se llevan a 10 mL con acetonitrilo. Se desgasifica
utilizando un sistema de ultrasonidos, se f¡ltra una parte alícuota por filtro de 0,45 y de
tamaño de poro y 47 mm de diámetro (HAWPO4700O Millipore, S.A.) y a continuación se
pasa por un cartucho Sep-pack C18 y se cuantifica mediante HPLC (Esquema n0 12).
Las condiciones cromatográficas seleccionadas son:
- Columna: ¡iBondapack Carbohydrate Analysis 300 x 3,9 mm (Waters).
- Bomba: Mod. 6000 A (Waters).
- Detector: Refractive índex Mod. 401 (Waters). Sensibilidad (4x).
- Integrador: Data Module Mod. 701 (Waters).
- Fase móvil: acetonitrilo agua 75/25.
- Flujo: 0,9 mL/mm.
Cálculos:
C . Factor de dilución . 100
Monosacárido (g/100 g ) =_____________________________
P
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donde:
C = concentración expresada en g
P = peso de muestra
v1.v3
Factor de dilución =
v2.v4
= volumen de extracto total (mL)
= volumen de extracto tomado para el análisis (mL)
= volumen de mezcla tomado para el análisis (¡il)
= volumen de inyección (¡il)
2.3.2. Esuectrofotometría visible
Este método (Gaines, 1973) es una colorimetría basada en la reacción de oxidación-reducción
entre el ferricianuro potásico y los azúcares reductores. La determinación de azúcares totales
se basa en la hidrólisis de azúcares no reductores a azúcares reductores, mediante hidrólisis
cuantitativa, utilizando ácido clorhídrico 1 N. De esta forma el contenido de azúcares totales
puede ser determinado por análisis de azúcares reductores después de la hidrólisis.
La extracción de los azúcares se hace con metanol. Se trata del primer paso descrito para la
extracción de sustancias pécticas (Esquema n” 10). y dicho extracto es utilizado también para
el análisis de azúcares solubles por HPLC.
Para el análisis de azúcares totales, se toman 10 mL de la solución acuosa (5) (apartado
2.3.1. de la Parte Experimental) preparada anteriormente, se añaden 15 mL de ácido
clorhídrico iN y 10 mL de agua destilada. Se hierve la solución durante 2 minutos.
Después de enfriar se neutraliza, mediante adición de una solución de hidróxido sódico 10%
utilizando como indicador fenolftaleína. La solución neutralizada se diluye convenientemente
con agua y se utiliza para el análisis de azúcares totales.
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SOLUCION ( 5)
FILTRAR POR FILTRO MILLIPORE 0,45 ¡un
__ --u -
DILUIR EN ACETONITRILO AGUA ( 75 25
I)ESCJASIFICAR POR tJIJIRASONIJ.X)S
L. _________________
I-111RAR POR CARJUCII() 51W—PACK C1>
ANALIZAR POR I-IPIC
Esquema n
0 12. Determinación de azúcares solubles por HPLC
Se toman 2 mL de dicha solución diluida, se añaden 8 mL del reactivo de ferricianuro
potásico recién preparado y se lleva a 10 mL con agua destilada. Se mezcla bien la solución
y se hierve en un baño de agua durante 15 minutos exactamente. Se enfrían los tubos en un
baño de hielo y se mezcla de nuevo. Se mide inmediatamente la absorbancia de las muestras
a 380 nm (Esquema n0 13) utilizando un blanco de agua.
En el momento de analizar la muestra ha de realizarse una recta de calibración con glucosa
patrón. Los valores de absorbancia obtenidos para la muestra según la recta realizada darán
un valor de concentración correspondiente a azúcares totales (% de glucosa) en la muestra
original. Se utiliza la recta obtenida en cada caso que proporciona la concentración de
azúcares expresada en jiglmL.
Cálculos:
Y = -0,00207 X + 1,483505
Y = absorbancia obtenida experimentalmente.
X = concentración de azúcares solubles expresada en yg/mL.
C . Factor de dilución . 100
Azúcares (g/100 g) =_____________________________
expresados en glucosa P
donde:
C = concentración expresada en g.
P = peso de la muestra.
vI.v
3
Factor de diltíción = ________
y2
= volumen total de extracto (mL).
= volumen de extracto tomado para hacer el análisis (mL).
= volumen de dilución del extracto (mL).
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SOLUCION (5) J
(10 ml)
15 ml. CIH 1 N
+
lO mL AGUA DESFILADA
_____________________ 1 ______________________
NEUTRALIZAR CON NaOlI 10%
DILUIR CONVENIENTEMENTE~
A ADIR
L; TOMAR DISOIUCION
<27
8 mL REACTIVO FERRICIANURO POIASIC()
1
CALENTAR (15 mini 1000 C)
Y ENFRIAR
1~
/ESPECTROFOTOMETRO
(X=3SOmn)
Esquema n
0 13. Determinación de azúcares solubles por el método del ferricianuro
potásico.
CALENTAR ( 20 mm /1000 C)
Y ENI-RIAR
2.4. ESTUDIO HISTOLOGICO Y CITOLOGICO POR MICROSCOPIA
Se pretende con ello comprobar la presencia de los componentes cuantificados y observar
las posibles diferencias, desde el punto de vista anatómico, que existen entre el material
fresco y el procesado.
Se procede al estudio de las muestras frescas y procesadas sin fijar, tras el tratamiento
correspondiente, para ser vistas al microscopio y también se realiza el análisis microscópico
de las muestras frescas y procesadas incluidas en parafina.
2.4.1. Preparación de las muestras para su observación directa al microscopio
Se realizan cortes de diferentes zonas de cada una de las raíces en material fresco y en el
material procesado utilizando un microtomo de mesa.
La observación microscópica se realiza a 100 y 400 aumentos mediante un microscopio
Reichet-Yung Microstar 110 American Optical con cámara fotográfica incorporada. Se utiliza
el material en fresco tras tratamiento con hipoclorito sódico al 50%, o bien después de
realizar alguna tinción específica de las que se detallan en el correspondiente apartado.
2.4.2. Preparación de las muestras nara inclusión en parafina
a) Fijación de la muestra.
En este proceso se trata de producir la muerte de las células sin alterar sus estructuras. El
fijador elegido ha sido la mezcla formol-ácido acético-alcohol (FAA), uno de los fijadores
más utilizados en microscopia óptica (Johansen, 1940).
Se corta la muestra en trozos de varios milímetros de diámetro o de espesor y se coloca en
frascos de cristal que permitan un cerrado hermético, añadiendo una cantidad de reactivo de
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fijación que permita cubrir con holgura dicha muestra.
Se mantiene como mínimo durante 24 horas. La muestra puede permanecer así durante un
período de tiempo indefinido, cerrando herméticamente los recipientes y manteniéndolos en
nevera.
b) Deshidratación
Esta fase es necesaria porque la parafina, que es el medio de inclusión elegido, no es miscible
con el agua, y, por tanto, hay que reemplazar el agua presente en el material por solventes
orgánicos.
Se realiza utilizando diferentes mezclas de agua:etanol:alcohol terbutílico (ATB) de diferentes
concentraciones. Las proporciones de cada componente de la mezcla van variando
enriqueciéndose paulatinamente la proporción de alcohol terbutílico y disminuyendo las de
agua y etanol (Jensen, 1962).
La muestra que había sido previamente fijada, en frascos de cierre herínético, se somete a
tratamiento con cada una de las soluciones de agua:etanol:ATB. Cada una de estas soluciones
se denomína con el nombre de “serie del alcohol terbutílico” acompañada de un número que
indica la proporción total de alcohol de la solución. Dichas series son las siguientes:
Serie
50
70
85
95
100
ATE
H.,O (mU
50
30
15
Etanol 95% (mU
40
50
50
45
25
ATR (mU
lo
20
35
55
75
loo
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El tejido ha de permanecer en cada una de estas soluciones un mínimo de 2-4 horas, siendo
8 horas aproximádamente el tiempo más frecuentemente utilizado, excepto en la serie de
100% de ATB que ha de permanacer durante 24 horas, renovándose el ATB cada 8 horas.
c) Inclusión de la muestra en parafina
El material deshidratado se infiltra en parafina fundida, que luego se deja solidificar y se
utiliza para realizar cortes con microtomo rotatorio tipo Minot.
Se utilizan diferentes mezclas de toluol-parafina. Se emplea toluol porque el ATB no es
miscible con la parafina, y el toluol es miscible con el ATB y con la parafina. Jensen (1962),
no utiliza toluol sino que pasa directamente del ATB a la parafina.
Para realizar la infiltración se puede utilizar parafina líquida o parafina sólida (pf= 50-55’>C).
En caso de utilizar parafina sólida es conveniente trabajar en una cápsula de porcelana
añadiendo la mezcla correspondiente de toluol-parafina en cantidad suficiente para que cubra
la muestra. La cápsula con el material se lleva a una estufa cuya temperatura exceda en 5”C
de la temperatura de fusión de la parafina utilizada. Para realizar las mezclas de toluol-
parafina, conviene guardar la parafina en estufa a 60’~C aproximádamente para que esté
líquida.
En este caso se ha utilizado parafina líquida. En un frasco de vidrio, o en una cápsula de
porcelana, se pone la solución de toluol:parafina, a continuación el material, y suficiente
cantidad de alcohol terbutflico para que lo cubra. Se deja un tiempo entre 6 y 24 horas.
Posteriormente se va pasando el material a las sucesivas soluciones de toluol:parafina,
dejándolo en cada una un tiempo similar, siempre comprendido entre 6 y 24 horas.
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Las mezclas de toluol: parafina son las siguientes:
Mecía
-
Toluol (mU
75
Parafina (mU
25
2 50 50
3 25 75
4 -- loo
A continuación se procede a realizar la verdadera inclusión en parafina, utilizando parafina
sólida licuada. Puede realizarse directamente en las cápsulas anteriores, o bien en moldes de
papel de aluminio previamente parafinados. En el fondo de la cápsula o molde se pone una
fina capa de vaselina o glicerina que facilita el posterior desprendimiento de la parafina.
En cada molde se ponen 4 ó 5 trozos de cada una de las muestras y a continuación se añadirá
la cantidad suficiente de parafina en estado liquido. Se mantiene en estufa a 60W durante 24
horas, después se saca de la misma y se repite el proceso con parafina nueva (Jensen, 1962;
Gahan, 1984).
El enfriamiento de la parafina ha de ser lento para que no se resquebraje y pueda solidificar
en un bloque. Una vez alcanzada la temperatura ambiente se introduce en un baño de hielo.
En éste, la parafina se contrae y se desprende del recipiente.
El bloque obtenido se puede guardar durante años. Se envuelve en papel de aluminio y varios
bloques se pueden guardar juntos en una bolsa de plástico en la nevera.
2.4.3. Microtomía: realización y reco2ida de los cortes
Se utiliza un microtomo rotatorio tipo Minot 1212 Leitz. El bloque de parafina solidificado
que contiene el material, se divide en tantos trozos como fragmentos de muestra incluye.
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Cada uno de estos nuevos bloques se pega con ayuda de una pequeña cantidad de parafina,
a una pieza de madera que actuará de soporte en el microtomo. El bloque de parafina se talla
de manera que las caras de parafina sean paralelas a las caras de la muestra. La pieza así
montada se coloca en el microtomo; el filo de la cuchilla del mismo debe ser paralelo a la
superficie del corte. Los cortes se hacen de un espesor entre 16-20 ji. Para obtener buenos
cortes es necesario que tanto la cuchilla del microtomo como el bloque estén lo más fríos
posible.
Una vez realizados los cortes se recogen en un portaobjetos previamente desengrasado
(mezcla toluol-éter) preparado con una fina capa de adhesivo de Haupt’s y agua. Los
portaobjetos con los cortes bien estirados se dejan 48 horas en la estufa a 40~>C y se pueden
guardar de forma indefinida (Jensen, 1962; Gahan, 1984).
2.4.4. Desnarafinado. hidratación y montaie de las DreIjaraciones
El proceso siguiente a la recogida de los cortes es el desparafinado e hidratación de las
muestras. Para ello los portaobjetos con las muestras se van introduciendo, de forma sucesiva,
en recipientes con las siguientes soluciones y tiempos:
Solución Tiempo (mm.)
Xilol 10
Xilol: etanol 5
Alcohol 95% 5-10
Alcohol 70% 5-10
Alcohol 50% 5-10
Alcohol 30% 5-10
A continuación se añade agua y por último, el reactivo de tinción. Si este último es una
solución alcohólica, se puede poner en contacto con la muestra después del alcohol de 50%.
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2.4.5. Tinciones utilizadas
En el estudio de la pared celular se han utilizado los siguientes reactivos de tinción:
-Rojo de rutenio para identificar las sustancias pécticas.
-Cloruro de zinc yodado en el reconocimiento de hemicelulosas y celulosa.
-Floroglucina clorhídrica y Verde yodo como reactivos específicos de la lignina.
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3. ESTUDIO DE LOS METODOS DE ANÁLISIS
Para estudiar los métodos de análisis elegidos se han realizado los siguientes ensayos.
3.1. ESTUDIO DE LOS METODOS DE ANALISIS DE FIBRA ALIMENTARIA
3.1.1. Ensayos de los métodos 2ravimétricos
Para los métodos detergentes se llevan a cabo ensayos de precisión utilizando salvado por ser
un material formado básicamente por fibra insoluble que se puede utilizar como referencia
para otros tipos de materiales. En el caso del método enzimático-gravimétrico, se emplea una
mezcla de salvado y de pectina, el primero como representante de la fibra insoluble y la
segunda de la soluble. Los ensayos de exactitud no se pueden realizar por no existir un patrón
de fibra alimentaria.
3.1.1.1. Ensayo de precisión
Para estudiar la precisión de estos métodos se procede a realizar el análisis en igualdad de
condiciones a lo largo de diferentes días.
a) Métodos detergentes
Se han realizado ensayos de precisión tanto para el método detergente neutro como para el
detergente ácido.
Se ha utilizado como muestra de referencia salvado, aplicando el tratamiento con los
respectivos detergentes a diez fracciones distintas del mismo material (lg) y en días
diferentes. Los resultados obtenidos se recogen en la siguiente tabla:
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Tabla 1. Ensayo de precisión para los métodos detergentes.
FAD (gibO g) FND (gllOO
n 10 10
X 10,94 37,56
SD 0,36 1,83
CV 3,30 4,88
X = valor medio; SD= desviación estándar; cv = coeficiente de vanaclon
Por los coeficientes de variación calculados se observa que la precisión es buena en
ambos métodos.
b) Método enzimático-gravimétrico: Método de Asp.
Se pesan 0,4 g de salvado y 0,1 g de pectina y se aplica el método enzimático de Asp y col.
(1983) en igualdad de condiciones diez veces en días diferentes.
Los resultados del ensayo de precisión se recogen en las dos tablas siguientes. En la primera
de ellas figuran los porcentajes de FI y FS calculados de forma independiente para salvado
y pectina respectivamente. En la segunda se calcula el porcentaje de FI, PS y FT respecto
al peso total de salvado y pectina.
Tabla II. Ensayo de precisión para el método de Asp: FI y FS.
FI (g/lOO g) FS (gllOO g)
n 10 10
X 42,03 117,10
SD 3,95 11,40
CV 9,40 9,74
X = valor medio; SD= desviación estándar; CV = coeficiente de varlaclon
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Tabla III. Ensayo de precisión para el método de Asp: FI, ES y FT.
FI <gllOO g) FS (g/100 g) FT (gllOO g)1
n 10 10 10
X 33,62 23,42 57,04
SD 3,16 2,28 5,09
CV 9,40 9,74 8,93
X = valor medio; SD = desviación estándar; CV = coeficiente de varíaclon
Por los resultados obtenidos se deduce que la precisión es aceptable. La mayor variabilidad
que se observa respecto a los métodos detergentes se puede justificar por el uso de enzimas
que aumenta la dificultad del análisis.
3.1.2. Ensayos de los métodos cromato2ráficos
3.1.2.1. Análisis de fibra alimentaria por Cromatografía Líquida de Alta Eficacia HPLC
Los ensayos abarcarán los siguientes puntos:
a) Estudio de la hidrólisis de polisacáridos: celulosa y xilano.
b) Separación de monosacáridos.
c) Estudio de la recuperación de monosacáridos.
a) Estudio de la hidrólisis de polisacáridos: celulosa y xilano.
En este ensayo se estudian la hidrólisis de polisacáridos con dos agentes hidrolíticos
diferentes:
- ácido sulfúrico H2S04,
- ácido trifluoroacético (ATF).
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a. 1) Estudio de ]a recuperación de polisacáridos utilizando como agente hidrolítico
ácido sulfúrico
El ácido sulfúrico es utilizado por Síavin y Marlett (1983) y por Englyst y Cummings (1988).
Estas dos metodologías se diferencian en la forma de llevar a cabo el aislamiento del residuo
de fibrá alimentaria. Mientras que en el primer caso se analiza el residuo obtenido tras el
tratamiento de la muestra con solución detergente neutra, en el segundo el residuo se obtiene
después de eliminar el almidón con DM50 y aislar la fibra alimentaria con un tratamiento
enzimático.
Respecto a la hidrólisis de polisacáridos descrita en el apartado 2.2.2. de la Parte
Experimental, que posteriormente requiere un tratamiento de neutralización, se han realizado
una serie de ensayos modificando las condiciones de temperatura y tiempo, concentración del
agente hidrolítico y agente neutralizante.
a. 1.1.) Hidrólisis de celulosa
-Ensayo 10: en primer lugar se estudiaron, las condiciones de Síavin y Marlett (1983)
que se especifican a continuación: hidrólisis primaria (H2S04 72% 3 horas y V aínbiente),
hidrólisis secundaria (H2S04 1 M 2 horas ebullición a reflujo) y neutralización con Ba(OH)2.
Se emplea celulosa Avicel (50 mg) y los valores medios procedentes de 5 ensayos se recogen
en la siguiente tabla:
Tabla IV. Hidrólisis de celulosa con ácido sulfúrico. Ensayo JO•
X ± SD= valor medio + desviación estándar; cv= coeficiente de variación
RECUPERACION (%)
X+SD CV
Celulosa Avicel 38 53 + 4 15 10,77
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-Ensayo 20: al observar en la bibliografía que el Ba(OH)2 era reemplazado por BaCO3,
y al comprobar que existían condiciones de hidrólisis diferentes (Englyst y Cummings, 1988),
se introdujeron los cambios pertinentes en estos dos aspectos. Por tanto, en este ensayo se
realiza la hidrólisis primaria durante 1 hora a 35
0C y la secundaria durante 2 horas a 100W
(Englyst y Cummings, 1988) y se utiliza como agente neutralizante BaCO
3 por un lado, y
también Ba(OH)2, por otro, para comprobar la influencia del cambio de agente neutralizante.
La celulosa utilizada fue la misma que en el ensayo U’. Los valores medios de cinco ensayos
figuran en la siguiente tabla:
Tabla V. Hidrólisis de celulosa con ácido sulfúrico. Ensayo 20.
RECUPERACION (%)
BaCO3 Ra (OH)2
X+SD CV X±SD CV
Celulosa Avicel 44,89 ±318 7,08 44 92 + 3 68 8,19
X ±SD = valor medio + desviación estándar; CV = coeficiente de variación
-Ensayo 30: ante la baja recuperación de la celulosa utilizada se procede a utilizar un
nuevo tipo (Sigmacelí type 20) y se le aplican las mismas condiciones en cinco ensayos. Con
estas condiciones seleccionadas (hidrólisis según método de Englyst y Cummings (1988) y
neutralización con BaCO3) se obtuvieron los siguientes resultados:
Tabla VI. Hidrólisis de celulosa con ácido sulfúrico. Ensayo 3O~
X ±SD = valor medio ±desviación estándar; CV = coeficiente de variacida
- Ensayo 40: al comprobar que las condiciones de hidrólisis no daban resultados
optimos en las muestras respecto a la celulosa, se optó por modificarlas de la siguiente forma:
RECUPERACION (%)
X+SD CV
Celulosa Sigmacell 92,99 + 2 69 2,89
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hidrólisis primaria, 2 horas a 40W e hidrólisis secundaria, 3 horas a 100W. Debido a las
dificultades de trabajo que supone el uso de BaCO3 y a la experiencia de Garleb y col.,
(1989), se sustituyó el agente neutralizante por una resma de intercambio iónico (AG 4-X4
BioRad) y se comprueba el número de lavados necesaríos para obtener una buena
recuperación de los monosacáridos (Gráfico n<’2, del Apartado 2.2. de la Parte Experimental).
Esta metodología es la que se emplea en las muestras objeto de estudio. Los resultados del
ensayo con celulosa (Sigmacelí type 20) se recogen en la siguiente tabla:
Tabla VII. Hidrólisis de celulosa con ácido sulfúrico. Ensayo 40•
X + SD = valor medio + desviación estándar; CV = coeficiente de variación
a.í.2.) Hidrólisis de xilano.
-Ensayo 1<’: Se ha utilizado xilano (50 mg) correspondiente a dos ínarcas comerciales
diferentes, Fluka Biochemika y Sigma, y se les ha aplicado las mismas condiciones de
hidrólisis que en el ensayo 30, la neutralización se realiza con la resma A64-X4. Los
resultados obtenidos de cinco ensayos figuran en la Tabla VIII:
Tabla VIII. Hidrólisis de xilano con ácido sulfúrico. Ensayo 10.
RECUPERACION (%)
X+SD CV
Xilano Fluka 81,09 + 2 38 2,93
Xilano Sigma 61,12 ±083 1,35
X + 50= valor medio + desviación estándar; CV coeticienle de variación
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RECUPERACION (%)
X±SD CV
Celulosa Sigmacelí 91,88 ±250 2,72
- Ensayo 20: se estudia la hidrólisis de xilano en las condiciones hidrolíticas
seleccionadas para las muestras: hidrólisis primaria, 2 horas a 40W, e hidrólisis secundaria,
3 horas a 1000C, y la neutralización con la resma A64-X4. Los resultados obtenidos figuran
en la siguiente tabla:
Tabla IX. Hidrólisis de xilano con ácido sulfúrico. Ensayo 20.
X ±SD= valor medio + desviación estándar; CV= coeficiente de variación
a.2) Estudio de la recuperación de polisacáridos utilizando como aEente hidrolítico
ácido trifluoroacético
En este ensayo los polisacáridos utilizados han sido celulosa microcristalina utilizada en la
preparación de dietas en investigación animal (50 mg) y xilano de la marca Fluka BiocheíniKa
(50 mg). Se ha llevado a cabo en el centro CIVO-TNO de Zeist (Holanda). La hidrólisis se
realiza durante 1 hora a 121W en autoclave (Barton y col., 1982). Como puede observarse
por los resultados obtenidos, el ácido trifluoroacético hidroliza fundamentalmente
polisacáridos no celulósicos. En la tabla X se indican los resultados obtenidos de cinco
ensayos:
Tabla X. Hidrólisis de celulosa y xilano con ácido trifluoroacético.
RECUPERACION_(%)
X+SD CV
Celulosa Avicel 2,85 + 0 03 0,91
Xilano (Fluka Biochemika) 80 00 + 5 21 6,51
X ±SD= valor medio ±desviación estándar; CV= coeficiente de variación
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RECUPERACION (%)
X+SD CV
Xilano Fluka 81,25 + 2 20 2,67
Los diferentes ensayos realizados indican que, de los agentes hidrolíticos que más se emplean
según los trabajos publicados para la hidrólisis de los polisacáridos que forman la fibra
alimentaria, el ácido sulfúrico es el que da lugar a mejores resultados, tanto respecto a los
polisacáridos celulósicos como a los no celulósicos. Se ha comprobado que con diferentes
tipos de celulosa se obtienen resultados distintos y este hecho coincide con el estudiado por
otros autores (Garleb y col., 1989). Los estudios realizados por Englyst y col., (1982) y
Marlett y Navis (1988) confirman los resultados aqui expuestos sobre el empleo de la celulosa
Sigmacelí type 20 como patrón de hidrólisis. El empleo del ácido trifluoroacético como
agente hidrolítico, según los resultados obtenidos, sólo se justifica para el estudio de
polisacáridos no celulósicos.
Los ensayos realizados revelan que se debería utilizar como agente neutralizante del
hidrolizado una resma de intercambio iónico como la AG4-X4 (BioRad), por los buenos
resultados obtenidos y por su facilidad de empleo frente a compuestos de bario que dificultan
mucho la práctica de laboratorio.
b) Separación de monosacáridos
Una vez establecidas las condiciones más adecuadas para la hidrólisis de los polisacáridos se
estudia la separación de los mismos por Cromatografía Líquida de Alta Eficacia (HPLC).
Se sabe que los monosacáridos presentes en los polisacáridos qtíe forman la fibra alimentaria
son fundamentalmente: glucosa, xilosa, arabinosa, galactosa, manosa y ramnosa.
Así pues, el primer paso necesario para llevar a cabo el estudio del comportamiento de los
monosacáridos es disponer de una columna que permita la adecuada separación de los
mismos. Existen diferentes alternativas para la separación de estos monosacáridos en lo que
a columnas se refiere. Se puede trabajar en combinación con un detector de impulso
amperométrico (Weber y Long, 1988; Garleb y col., 1989; Quigley y Englyst, 1992), o bien
con detector de indice de refracción (Mercier, 1984; Vidal-Valverde y col, 1985). Este
trabajo se centra en el análisis cromatográfico utilizando este último tipo de detector
habiéndose seleccionado tres columnas diferentes: dos de ellas incluyen sílice-amino como
174
relleno y la tercera una resma de intercambio iónico. De las diferentes columnas que se
emplean para el análisis de los monosacáridos procedentes de la fibra alimentaria, se han
seleccionado una serie de ellas compatibles con el equipo cromatográfico del se dispone. A
continuación se indican las columnas estudiadas, junto con las condiciones cromatográficas,
el orden de elución de los azúcares y las concentraciones de los mismos que permiten una
resolución satisfactoria según el tipo de columna. Estos datos, así como los cromatogramas
presentados, corresponden a soluciones patrón de azúcares.
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b. 1)
Bomba
Detector:
Integrador:
Fase móvil:
Flujo
Columna pBondapack Carbohydrate Analvsis 300 x 3.9 mm <Waters
)
Mod. 6000 A (Waters).
Refraction índex mod. 401 (Waters). Sensibilidad 4x.
Data Module Mod. 701 (Waters).
Acetonitrilo/agua 75/25.
0,9 mL/mm.
Orden de elución de los azúcares: xilosa, arabinosa, manosa y glucosa/galactosa.
Para las siguientes concentraciones, de cada uno de los azúcares, xilosa, 0,43 mg/mL;
arabinosa, 0,74 mg/mL; manosa, 0,39 mg/mL, galactosa 0,44 mg/mL se obtuvo el
cromatograma n02:
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Cromatograma n02. Separación de una mezcla de monosacáridos patrón con la columna
Carbohydrate Analysis (Waters).
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b.2) Columna: Poly2osil 60-5 NH, 250 x 4.6 mm. El ensayo descrito en este apartado
corresponden a un estudio que se realizó durante la estancia en el centro CIVO-TNO de Zeist
(Holanda).
Bomba: Mod. 6000 A (Waters).
Detector: Refractomonitor IV, rango 0.05R x 10 Rl (Milton Roy).
Integrador: Mod. CiRA (Beckman).
Fase móvil: acetonitrilo/agua 75/25.
Flujo: 2 mL/mm.
Orden de elución de los azúcares: ramnosa, xilosa, arabinosa, manosa, glucosa y galactosa.
Se emplea como patrón interno mio-inositol.
Para una concentración de azúcares de 2,9 mg/mL para cada uno de ellos se obtiene el
cromatograma n03.
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Cromatograma n03. Separación de una mezcla de monosacáridos patrón en la columna
Polygosil 60-5 NH
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b.3) Columna: Aminex HPX-87P 300 x 7.8 mm (BioRad
)
Bomba: Mod. 6000 A (Waters).
Detector: Refraction índex mod. 401. Sensibilidad 4x. (Waters).
Integrador: Data Module Mod. 701. (Waters).
Termostato: Mod. D8 (Haake).
Bailo de agua: Mod. WH9 (Haake).
Fase móvil: Agua desionizada a 85
0C.
Flujo: 0,5 mL/mm.
Orden de elución de los azúcares: celobiosa, glucosa, xilosa, galactosa, arabinosa y manosa.
Se utiliza eritritol como patrón interno.
Para las siguientes concentraciones de cada uno de los azúcares celobiosa, 0,04 mg/mL;
glucosa, 0,06 mg/mL; xilosa, 0,02 mg/mL; galactosa, 0,02 mg/mL; arabinosa, 0,02 mg/ínL
y manosa, 0,04 mg/mL se obtuvo el cromatograma n04.
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Cromatograma n<>4. Separación de una mezcla de monosacáridos patrón en la columna
HPX-87P (BioRad).
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Por los ensayos realizados sobre la separación cromatográfica de monosacáridos
característicos de la fibra alimentaria, se deduce que la columna más adecuada es la de
intercambio iónico HPX-87P (BioRad) por la resolución que se obtiene y por sus
características de uso.
c) Estudio de la recuperación de monosacáridos
En este apartado se estudia la recuperación de los monosacáridos después de la acción del
ácido sulfúrico en las condiciones de hidrólisis fijadas en este trabajo (2 h. a 40W y 3 h. a
100W). El hidrolizado se neutraliza por medio de la resma AG4-X4. La columna utilizada
es la HPX-87P (BioRad).
Se prepara una mezcla de patrones formada por 70 mg de cada uno de los siguientes
azúcares: celobiosa, glucosa, xilosa, galactosa, ramnosa, arabinosa y manosa. Los resultados
obtenidos después de realizar 5 ensayos figuran en la tabla XI.
Tabla XI. Estudio de la recuperación de monosacáridos después de la hidrólisis.
RECUPERACION (%)
X+SD CV
Celobiosa 99,89 + 0 58 0,58
Glucosa - 98,12 + 548 5,59
Xilosa 92,94 + 3 36 3,61
Galactosa/ramnosa 95,24 + 4 50 4,72
Arabinosa 90,51 + 3 55 3,92
Manosa 102 28 + 4 03 3,94
Como
casos,
X + SO= valor medio + desviación estándar; CV coeficiente de variación
puede observarse por los resultados obtenidos la recuperación es óptima en todos los
no observándose degradaciones importantes en los monosacáridos
En el centro CIVO-TNO de Zeist (Holanda) se llevó a cabo este mismo estudio con la
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columna Polygosil-Amino. Los resultados son semejantes a los obtenidos cuando se emplea
la columna de intercambio iónico (HPX-87P, BioRad) que se acaban de comentar: glucosa,
97,09 ±2,13; xilosa, 84 88 + 2,63; galactosa, 97 63 + 1,45; ramnosa, 98,79 + 2 43~
arabinosa, 87 00 + 2 62 y manosa 102,58 + 3 22
3.1.2.2. Análisis de fibra alimentaria por Cromatografía de Gases (GLC)
Este estudio se ha realizado durante la estancia en el centro CIVO-TNO de Zeist (Holanda).
Se incluyen en este apartado los mismos puntos que en el correspondiente al análisis de fibra
alimentaria por HPLC:
-Estudio de la hidrólisis de polisacáridos (celulosa y xilano).
-Estudio de la separación cromatográfica.
-Estudio de la recuperación de monosacáridos después de la hidrólisis.
a) Estudio de la hidrólisis de polisacáridos: celulosa y xilano
Se utiliza el método descrito por Englyst y Cummings (1988) sin modificar ninguna de sus
condiciones.
Los patrones analizados son:
- Celulosa utilizada para dietas en experimentación aniínal (TNO).
- Xilano de la marca comercial Fluka Biochemika.
Tabla XII. Hidrólisis de celulosa y xilano <GLC).
RECUPERACION (%)
X±SD CV
Celulosa 85,75 + 1 12 1,31
Xilano 97,15 + 1 94 2,00
X + SD= valor medio + desviación estándar; CV= coeficiente de variación
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Los resultados obtenidos indican una buena recuperación de los polisacáridos ensayados
celulosa y xilano.
b) Separación de monosacáridos
Para el estudio de la resolución de monosacáridos se ha utilizado un único equipo
cromatográfico: Cromatógrafo Carlo Erba Mega Series equipado con detector de ionización
de llama y autoinyector.
Se ha estudiado el poder resolutivo de dos columnas de diferente longitud, para cada una de
las cuales han sido utilizadas las condiciones que se indican a continuación.
181
b. 1) Columna: 25 m x 0.32 mm de sílice fundida cubierta con Durabond
Temperatura del inyector: 250W
Temperatura de la columna: 2000C (10 mm) 40/min -. 250W (10 mm)
Temperatura del detector: 2750C
Gas portador: Helio 85 kPa
El orden de elución de los azúcares es: ramnosa, arabinosa, xilosa, mio-inositol, glucosa y
galactosa. Para una concentración de 0.58 mg/mL de cada azúcar se obtiene el siguiente
cromatograma n0 5.
-~ ¿ O
‘e
Cromatograma n05. Separación de una mezcla de monosacáridos patrón por cromatografía
de gases (columna: 25 m x 0,32 mm de sfiice fundido cubierta con durabond).
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b.2) Columna: 30 m x 0.32 mm de sílice fundida cubierta con Durabond
.
Temperatura de inyector: 250W
Temperatura de la columna: 150W (5) 40/min -. 250<’C (5)
Temperatura del detector: 275”C
Gas transportador : Helio 85kPa
El orden de elución de los azúcares es el mismo que en la columna anterior: ramnosa,
arabinosa, xilosa, mio-inositol, manosa, glucosa y galactosa.
Para una concentración igual a la utilizada en el caso anterior, 0,58 mg/mL para cada azúcar,
se obtiene el cromatograma n0 6.
Cromatograma n’~ 6. Separación de una mezcla de monosacáridos patrón por cromatografía
de gases (columna: 30 m x 0,32 mm de sílice fundida cubierta con durabond)
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c) Estudio de la recuperación de monosacáridos
Puesto que la técnica de Cromatografía Líquida de Alta Eficacia aparece escasamente en la
bibliografía hasta este momento, se ha pretendido comparar los porcentajes de recuperación
obtenidos por dicho método con los porcentajes obtenidos por un método más ampliamente
utilizado, la Cromatografía de Gases.
Se utiliza el método de Englyst y Cummings (1988) tanto para la hidrólisis de polisacáridos
como para la derivatización de los monosacáridos obtenidos.
Se hace el experimento con tres cantidades diferentes de cada monosacárido (ramnosa,
arabinosa, xilosa, manosa, glucosa y galactosa): 35, 70 y 140 mg de cada azúcar.
Una vez que los azúcares han sido sometidos a las condiciones de hidrólisis (1 hora a 35W~
2 horas a 1000C), se toma una alícuota de 5 mL y se diluye a 10 mL. De esta dilución se
toman 0,3 mL para el análisis por GLC Los resultados obtenidos son los siguientes;
Tabla XIII. Ensayo de recuperación de monosacáridos por Cromatografía
de Gases (GLC).
RECUPERACION (%)
35 mg________
X±SD ¡ CV
7Omg
mgX + SD CV
X±SD CV
Ramnosa 11076 + 5,86 5,29 110,79±5,86 5,29 110,19 + 339 3,08
Arabinosa 87 46 + 2,01 2,30 88,23 ±4,39 4,97 90,71 + Y 38 2,62
Xilosa 9005 + 2,61 2,90 91 36 + 406 4,44 89,90 + 3 70 4,12
Manosa 90 12 + 6,04 6,70 8949 + 293 3,28 93,19 ±349 3,74
Glucosa 108,98 ±2,62 2,40 ¡08,93 ±2,28 2,09 92,30 + 3 Sl 3,04
Galactosa 92 15 + 4,52 4,90 91 36 + ¡ 01 1,11 92,60 ±2,93 3,16
X + 513= valor medio ±desviación estándar; CV= coeficiente de variación
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Los ensayos de recuperación realizados por el método de Englyst y Cummings (1988)
aplicado a la Cromatografía de Gases indican resultados óptimos independientemente de la
cantidad de mezcla patrón de monosacáridos empleada. Los resultados obtenidos por Englyst
(Englyst y Cummings, 1988) para este método son muy similares a los obtenidos en este
trabajo: ramnosa, 85,60%; arabinosa, 93,30%; xilosa, 87,70%; manosa, 90,70%; glucosa,
92,90% y galactosa, 93,90%.
3.1.2.3. Resumen comparativo de los ensayos realizados a los métodos cromatográficos
Los ensayos realizados indican que los resultados obtenidos tanto al emplear la Cromatografía
Líquida de Alta Eficacia (HPLC) como la Cromatografía de Gases (GLC), en cuanto a la
cuantificación de monosacáridos se refiere, son semejantes, y, por tanto, que las dos técnicas
son adecuadas para realizar el estudio de los inonosacáridos de la fibra alimentaria.
La aplicación de la cromatografía de gases incluye, como fase preparatoria, la derivatización
de los azúcares y la cromatografía líquida de alta eficacia, la neutralización del hidrolizado.
El uso de la resma del intercambio iónico (AG4-X4) simplifica mucho la neutralización de
forma que resulta más sencilla y rápida que la derivatización que exige la cromatografía de
gases.
El método de cromatografía líquida estudiado presenta una buena resolución de los
monosacáridos excepto de galactosa y ramnosa que coeluyen, pero no hay que olvidar que
este último azúcar es minoritario en la composición de los polisacáridos que constituyen la
fibra alimentaria. Esta técnica permite obtener, a diferencia de la cromatografía gaseosa,
información a cerca de oligosacáridos.
A partir de los estudios realizados en este trabajo, se podría concluir señalando que las dos
técnicas cromatográficas (HPLC, GLC) son apropiadas para el estudio de la composición de
la fibra alimentaria, y que la elección de una u otra puede estar condicionada por los objetivos
concretos que se pretendan y por las características de cada laboratorio.
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3.1.3. Métodos esuectrofotométricos
La espectrofotometría visible ha sido la técnica seleccionada para la determinación de
sustancias pécticas en las muestras estudiadas.
3.1.3.1. Extracción de sustancias pécticas
En el análisis de las muestras se ha llevado a cabo un estudio comparativo de la eficacia de
diferentes tratamientos para la extracción de sustancias pécticas:
-Extracción secuencial con un único disolvente: solución de ácido oxálico/oxalato amónico
al 0,125%, en caliente, en tres etapas.
-Extracción secuencia] en tres etapas con agua caliente, ácido oxálico/oxalato amónico al
0,125% caliente e hidróxido sódico 0,05N.
La falta de especificidad de los distintos solventes por las sustancias pécticas en el segundo
caso así como la posible interferencia de ácidos urónicos procedentes de hemicelulosas
extraídos por hidróxido sódico 0,05N fueron las principales causas para descartar esta
extracción secuencial.
En su lugar se optó por realizar la extracción con una solución de ácido oxálico/oxalato
amónico al 0,125% comprobando que dos extracciones son suficientes.
3.1.3.2. Cuantificación de sustancias pécticas por el método del 3,5-dimetilfenol
Entre los métodos citados en la bibliografía para e] análisis de sustancias pécticas, se ha
elegido el método de Scott (1979) modificado en este trabajo (Esquema n’>l 1). Las
modificaciones recaen sobre el volumen de liquido extractivo utilizado en el desarrollo de la
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reacción colorimétrica, las cantidades de muestra, las cantidades de reactivos y los tiempos
de reacción. Se han realizado diversas pruebas comprobándose que las mayores absorbancias
se obtienen con 40 minutos de calentamiento y 40 minutos de permanencia en la oscuridad.
Se estudia la exactitud, la precisión y la recta de regresión del método del 3,5-dimetilfenol.
En recientes publicaciones se ha comparado este método con otros que utilizan como reactivo
de color m-fenilfenol y carbazol (Villanueva y col., 1990 y Rodríguez y col., 1992).
a) Ensayo de exactitud.
Se ha realizado el ensayo adicionando distintas cantidades de ácido péctico patrón (25, 50 y
75 mg) a la ¡nuestra que, tras realizar las diluciones oportunas, dan lugar a diferentes
concentraciones: 10, 20, y 30 ng/mL, a partir de las cuales se realizan diez veces los métodos
señalados.
Tabla XIV. Ensayo de exactitud del método 3,5-diinetilfenol.
Ensayo de exactitud
Ac. Péctico M. 3,5-dimetilfenol
pg/mL X + SD CV
10 95.23 + 3.17 3.33
20 94.94 + 3.34 3.52
30 94.26 + 3.33 3.53
X ±SD= valor medio ±desviación estándar; CV= coeficiente de variacion
La comparación de estos resultados con los publicados por Villanueva y col., 1990 y
Rodríguez y col., 1992 indica que la recuperación del método del 3,5-dimetilfenol es
semejante a la del m-fenilfenol, mientras que la del carbazol ha resultado inferior.
b) Ensayo de precisión.
Para comprobar la precisión del método se procede a aplicar diez veces sobre diferentes
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fracciones del mismo material a lo largo de diez días sucesivos, las tres colorimetrías.
Tabla XV. Ensayo de precisión del método 3,5-dixnetilfenol.
M. 3,5-dimetilfenol
X 0,220
SD 0,007
CV 3,18
X = valor medio; SP = desviación estándar; CV = coeficiente de varlaclon
El coeficiente de variación obtenido está dentro de los límites aceptables. Al
comparación de los datos obtenidos por Villanueva y col., 1990 y Rodríguez y
se observa que es inferior al del carbazol (CV = 4,29) y ligeramente superior
fenilfenol (CV = 1,69).
realizar la
Col., 1992
al del m-
c) Recta de regresión y coeficiente de correlación
Se ha realizado la recta de regresión necesaria para la cuantificación de sustancias
pécticas, por el método del 3,5-dimetilfenol, comprobando el intervalo de concentraciones
(0-60 40.5 mL), preparadas a partir de ácido galacturónico en el que se cumple la ley de
Beer.
La recta de regresión correspondiente a la concentración de las soluciones patrón de ácido
galacturónico y las absorbancias leídas en el espectrofotómetro quedan reflejadas en el gráfico
n0 III y se define mediante la ecuación que se indica.
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Gráfico u0 III. Recta de regresión para el método de 3,5-dimetilfenol.
d) Ensayo de las interferencias originadas por los azúcares neutros
Se hace un estudio de las interferencias originadas por azúcares neutros en los métodos de
m-fenilfenol (Blumenkrantz y Asboe-Hansen, 1973) y 3,5-dimetilfenol (Scott, 1979). Paraello
se prepara una solución de fucosa, ramnosa, arabinosa, glucosa, galactosa y xilosa al 0,2%
a partir de la ctíal se realizan las dos colorimetrías, repitiendo diez veces cada una de ellas.
El método del 3,5-dimetilfenol no detectó los azúcares en ningún análisis, mientras que el m-
fenilfenol dió ligera coloración.
En la siguiente tabla figura el porcentaje de recuperación obtenido para la mezcla de los
azúcares para cada uno de los métodos.
Tabla XVI. Ensayo de las interferencias con azúcares neutros.
M. m-fenilfenol (%) [_M. 3,5-dituetilfenol (%) J
10 lO
X 4,10 0,72
SD 0,44 0,10
CV 10,73 13,89
X = valor medio; SD = desviación estándar; CV = coeficiente de variación
Los resultados obtenidos indican que el reactivo m-fenilfenol
neutros ensayados y que, por el contrario, el 3,5-diínetilfenol no
que hace que este último reactivo sea mucho más apropiado
sustancias pécticas.
interfiere con los azúcares
presenta interferencias, lo
para la cuantificación de
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3.2. ESTUDIO DE LOS METODOS DE ANALISIS DE AZUCARES SOLUBLES
3.2.1. Cromatoilrafía Líquida de Alta Eficacia (HPLC
)
Para evaluar el método (Wilson y col., 1981) se ha sometido a ensayos de exactitud y
precisión, así como al estudio de la resolución que se obtiene.
a) Ensayo de exactitud
Para realizarlo se ha establecido el contenido cuali- y cuantitativo de azúcares en las
hortalizas objeto de estudio. Se ha comprobado la presencia de fructosa, glucosa y sacarosa.
Con arreglo a las proporciones observadas en cada hortaliza se han adicionado a la muestra
diferentes cantidades de la solución de azúcares patrón. Tras realizar las diluciones adecuadas
se ha realizado diez veces la determinación para cada mezcla de patrones.
- Fructosa:25 mg, Glucosa:25 mg, Sacarosa:50 mg, en 25 mL.
correspondiente a zanahoria y remolacha que representa una relación de F:G:S (0.5:0.5:1)
- Fructosa: 25 mg, Glucosa: 50 mg, Sacarosa: Smg, en 25 mL, correspondiente a nabo que
representa una relación de F:G:S (0.5:1:0.1).
Los resultados obtenidos son:
Tabla XVII. Ensayo de exactitud del método de Cromatografía Líquida
de Alta Eficacia (HPLC) para la determinación de azúcares solubles.
Monosacáridos ¡xg/25 ~~1 X + SD CV (%)
Fructosa 25 103,72 + 3 16 3,05
Glucosa 25 100,25 + 4 04 4,03
Sacarosa 50 102,49 + 0 30 0,29
Fructosa 25 100,20 + 0 28 0,28
Glucosa 50 104,08 + 0 26 0,25
Sacarosa 5 94,00 + 1 00 1,06
X + SO valor medio + desviación estándar; CV (7c) coeficiente de varmaclon
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Los porcentajes de recuperación son óptimos en todos los casos, aunque se puede indicar qtíe
cuando la sacarosa se encuentra en pequeña proporción dicha recuperación es algo inferior.
b) Ensayo de precisión
Se aplica el método diez veces sobre diferentes fracciones del mismo material. Los resultados
obtenidos son los siguientes:
Tabla XVIII. Ensayo de precisión del método de Cromatografía Líquida
de Alta Eficacia (HPLC) para la determinación de azúcares solubles.
X+SD CV(%)
Fructosa 0 575 + 0,028 4,87
Glucosa 0 627 + 0,019 3,03
Sacarosa 1 750 + 0,05 2,86
X + SP = valor medio + desviación estándar; CV (%) = coeficiente de variación
Los coeficientes de variación de los resultados obtenidos en las diferentes determinaciones
indican que la precisión del método es adecuada.
c) Resolución de la columna ~Bondapack Carbohydrate Analysis
El estudio de la separación de los azúcares se ha llevado a cabo con una mezcla de fructosa
glucosa y sacarosa. Se emplea la columna pBondapack Carbohydrate Analysis de Waters
como se indica en el apartado 2.3 de la Parte Experimental.
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El cromatograma obtenido presenta el siguiente perfil:
Cromatograma n<’7. Separación de fructosa, glucosa y sacarosa en una mezcla de patrones
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3.2.2. Espectrofotometría visible: método de ferricianuro potásico
Se han realizado ensayos, al igual que en el caso anterior, de la exactitud y precisión, y el
estudio de la recta de regresión del método de Gaines (1973).
a) Ensayo de exactitud
Se lleva a cabo adicionando al material de partida 0,3, 0,4 y 0,5 g de sacarosa, obteniéndose
así los siguientes resultados:
Tabla XIX. Ensayo de exactitud del método del ferricianuro potásico.
Sacarosa (mg/mL) X+SD CV(%)
0,3 10117+271 2.68
0,4 97,58 + 6 52 6,68
0,5 97,03 + 1 23 1,27
X + SP = valor medio ±desviación estándar; CV (%) = coeficiente (le varjaclon
Las recuperaciones obtenidas en los tres casos
limites aceptables.
revelan que la exactitud se encuentra entre
b) Ensayo de precisión
Para comprobar el grado de concordancia al repetir el método sucesivas veces se lleva a cabo
la prueba de precisión aplicando dicho método a un mismo material en diez días sucesivos.
Se han obtenido los siguientes resultados:
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Tabla XX. Ensayo de precisión del método del ferricianuro potásico.
10
X 4,36
5113 0,06
CV 1,35
X ±SP = valor medio + desviación estándar; CV (%) coeficiente de varmaclon
Los resultados obtenidos en los ensayos indican una pequeña variación de los mismos en las
distintas determinaciones, por lo que se puede señalar una buena precisión del método.
c) Recta de regresión y coeficiente de correlación
Se ha comprobado que en el intervalo 0-500 pg glucosa/mL se cumple la ley de Beer
obteniéndose la recta de calibración que figura en el gráfico nt14.
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1 00 200 300 400
pg Glucosa/ml
potásico.
APENDICE DE REACTIVOS
- a-amilasa (EC 3.2.1.1.) Boehringer Mannheim.
- Acetato sódico. Merck. Solución tampón 0,1 M pH=5.2. Disolver 0,6 g de acetato sódico
trihidrato, y llevar a un litro con agua. Ajustar a pH 5,2 con ácido acético 0, lM. Para
estabilizar y activar los enzimas, añadir 4 mL de una solución 1 M de cloruro cálcico
a 1 litro de solución tampón.
- Acetona. Panreac.
- Acetonitrilo. Carlo Erba.
- Acido acético glacial. Panreac.
- Acido benzoico. AnalaR. Solución saturada al 50 %. Disolver en 1 litro de agua 1,45 g
de ácido benzoico o 1,70 g de benzoato sódico.
- Acido oxálico/oxalato amónico. Panreac. Solución al 0,125% respecto a cada uno de los
componentes.
- Anhidrido acético. Merck.
- Azul de Bromofenol. Merck. Solución al 0,4 % p/v.
- Borohidruro sódico. Merck. Solución de 50 mg/mL en hidróxido amónico 3 M. Se
preparará inmediatamente antes de su uso.
- Cloruro sódico/ácido bórico. Panreac. Disolver 2 g de cloruro sódico y 3 g de ácido
bórico en 100 mL de agua.
— Detergente Acido. Disolver 20 g de Cetil Trimetil Amonio (Merck) en 1 litro de H2504
iN.
- Detergente Neutro. Disolver, en 1 litro de agua desti]ada, 30 g de Lauril Sulfato Sódico~
6,81 g de Bórax ; 4,56 g de Fosfato Disódico; 18,61 g de Edetato Disódico; 10 mL de
Etilenglicol. Se comprueba que el pH esté comprendido entre 6,9 y 7,1.
- 3,5-Dimetilfenol. Merck. Solución al 0,1 %. Disolver 0.1 g de 3,5-Dimetilfenol en
100 mL de ácido acético glacial.
- Dimetilsulfóxido (DMSO). Merck.
- Etanol absoluto.
- Etanol al 85 % y/y.
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— m-Fenilfenol. Solución al 0,15 % en NaOH al 0,5 %.
- Ferricianuro Potásico. Merck. Disolver 1,25 g de ferricianuro potásico y 1,00 g de
carbonato sódico en 25 mL de agua. Disolver 8,75 g de carbonato sódico en 100 mL
de agua. Llevar ambas disoluciones a 1 litro con agua.
- Hidróxido amónico. Merck. Solución 12 M.
- Hidróxido potásico. Merck. Solución 7,5 M.
- 1 -Metilimidazol. Fluka Biochemika.
- Octan-2-ol. Merck.
- Pepsina (EC 3.4.23. 1). Sigma.
- Pancreatina. Sigma.
Reactivos utilizados en el estudio microscópico:
- Adhesivo de Haupt’s. Se pesa 1 g de gelatina (Probus) y se lleva a 100 mL de agua a
90W, se enfría a 300C, se añaden 15 mL de glicerina y se agita, se filtra y se guarda
en la nevera.
- Agua acética. Se prepara una solución de ácido acético al 10%.
- Cloruro de Zinc yodado. Se pesan 50 g de CI
2Zn, 16 g de 1K y un exceso de 12. Se
disuelve en 17 mL de agua.
- Etanol 95%, 70%, 50% y 30%.
- Floroglucina alcohólica. Se prepara una solución al 8% de floroglucina (Merck) en
metanol.
- Hipoclorito sódico (Fine chemicals) al 50%.
- Lugol. Se pesan 0,2 g, 2 g de 1K (Panreac) y se lleva a 100 mL con agua.
- Reactivo de fijación: Formaldehído: Acido acético: alcohol (FAA). 5 mL de ácido acético
glacial, 5 mL de formaldehido al 40% y 90 mL de etanol al 50%.
- Rojo de Rutenio.
- Verde yodo. Se pesa 1 g de verde yodo y se disuelve en 100 mL de agua.
- Xilol (Panreac). Etanol 960. Se mezclan en proporción 50:50.
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III RESULTADOS Y DISCUSION
1. RESULTADOS
Los resultados obtenidos en el estudio realizado se exponen en este capítulo agrupados en un
total de 80 tablas y 39 gráficos.
1.1. TABLAS
Las tablas que recogen los resultados obtenidos se han estructurado de la siguiente forma:
-Tabla 1: Valores de humedad en las muestras frescas y procesadas.
-Tablas 2 y 3: Valores medios de fibra obtenidos según los métodos detergentes en
las muestras frescas y procesadas.
-Tablas 4 y 5: Estadísticos generales calculados para los valores obtenidos por métodos
detergentes en las muestras frescas y procesadas.
-Tablas 6 y 7: Eficacia de los métodos detergentes en la eliminación de cenizas y
proteínas en las muestras frescas y procesadas.
-Tablas 8 y 9: Valores medios de fibra obtenidos según el método de Asp en las
muestras frescas y procesadas.
-Tablas 10 y 11: Estadísticos generales calculados para los valores obtenidos por el
método de Asp en las muestras frescas y procesadas.
-Tablas 12 y 13: Eficacia del método de Asp en la eliminación de cenizas y proteínas
en las muestras frescas y procesadas.
-Tablas 14 y 15: Valores medios de monosacáridos neutros productos de fibra
obtenidos por HPLC en las muestras frescas y procesadas.
-Tablas 16 y 17: Valores medios de monosacáridos neutros totales procedentes de fibra
obtenidos por HPLC en las muestras frescas y procesadas.
-Tablas 18 y 19: Estadísticos generales calculados para los valores de monosacáridos
neutros procedentes de fibra obtenidos por HPLC en las muestras frescas y procesadas.
-Tablas 20 y 21: Estadísticos generales calculados para los valores de monosacáridos
neutros procedentes de fibra obtenidos por GLC en las muestras frescas y procesadas.
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-Tablas 22 y 23: Valores medios de polisacáridos celulósicos, no celulósicos y totales
obtenidos por HPLC en las muestras frescas y procesadas.
-Tablas 24 y 25: Estadísticos generales calculados para los valores de polisacáridos
celulósicos, no celulósicos y totales en las muestras frescas y procesadas.
-Tablas 26 y 27: Valores medios de sustancias pécticas obtenidas según el método del
3,5-dimetilfenol en las muestras frescas y procesadas.
-Tablas 28 y 29: Estadísticos generales calculados para los valores de sustancias
pécticas en las muestras frescas y procesadas.
-Tablas 30 y 31: Valores medios de fibra total según diferentes métodos en las
muestras frescas y procesadas.
-Tablas 32 y 33: Estadísticos generales calculados para los valores de fibra total en
las muestras frescas y procesadas.
-Tablas 34 y 35: Valores medios de azúcares solubles obtenidos por HPLC en las
muestras frescas y procesadas.
-Tablas 36 y 37: Estadísticos generales calculados para los valores de azúcares
solubles obtenidos por HPLC en las muestras frescas y procesadas.
-Tablas 38 y 39: Valores medios de azúcares solubles obtenidos según el método del
ferricianuro potásico en las muestras frescas y procesadas.
-Tablas 40 y 41: Estadísticos generales calculados para los valores de azúcares
solubles obtenidos por el método del ferricianuro potásico en las muestras frescas y
procesadas.
-Tablas 42, 43 y 44: Contenido de fibra alimentaria obtenido por métodos detergentes
en cada una de las muestras frescas y procesadas respectivamente.
-Tablas 45a y 45b: Valores medios de cenizas y proteínas en los residuos FAD y FND
y en los residuos FI y FS en las muestras frescas y procesadas.
-Tablas 46, 47 y 48: Contenido de fibra alimentada obtenido por el método de Asp
en las muestras frescas y procesadas.
-Tabla 49: Porcentaje de fibra insoluble y de fibra soluble en la fibra alimentaria total
de las muestras frescas y procesadas.
-Tablas 50, 51 y 52: Contenido de monosacáridos neutros en la fibra alimentaria de
las muestras frescas y procesadas.
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-Tabla 53: Contenido de monosacáridos neutros totales en la fibra alimentaria de las
muestras frescas y procesadas.
-Tabla 54: Porcentaje de cada uno de los monosacáridos neutros en el valor total de
éstos en las muestras frescas y procesadas.
-Tablas 55, 56 y 57: Contenido de polisacáridos celulósicos y no celulósicos en las
muestras frescas y procesadas.
-Tabla 58: Porcentaje de celobiosa y glucosa en el total de polisacáridos celulósicos
en las muestras frescas y procesadas.
-Tabla 59: Porcentaje de cada uno de los monosacáridos neutros en el total de
polisacáridos no celulósicos en las muestras frescas y procesadas.
-Tablas 60, 61 y 62: Contenido de sustancias pécticas, expresado en ácido
galacturónico, en las muestras frescas y procesadas.
-Tablas 63, 64 y 65: Contenido de polisacáridos no almidón (NSP) en las muestras
frescas y procesadas.
-Tablas 66, 67 y 68: Contenido de fibra alimentaria total calculada por distintos
métodos en las muestras frescas y procesadas.
-Tablas 69, 70 y 71: Contenido de azúcares solubles obtenido por HPLC en las
muestras frescas y procesadas.
-Tablas 72, 73 y 74: Contenido de azúcares solubles obtenido por el método de
ferricianuro potásico y por HPLC en las muestras frescas y procesadas.
-Tabla 75: Retenciones calculadas para los resultados de fibra obtenidos por métodos
gravimétricos y para sustancias pécticas en las tres hortalizas.
-Tabla 76: Retenciones calculadas para monosacáridos correspondientes a fibra
alimentaria en las tres hortalizas.
-Tabla 77: Retenciones calculadas para polisacáridos correspondientes a fibra
alimentaria de las tres muestras.
-Tabla 78: Retenciones calculadas para los valores de fibra total de las tres hortalizas.
-Tabla 79: Retenciones calculadas para azúcares solubles totales de las tres hortalizas.
-Tabla 80: Retenciones calculadas para azúcares solubles en las tres hortalizas.
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En las tablas de la 1 a la 41 los resultados están organizados para el estudio de la
caracterización de la fibra alimentaria y azúcars solubles de las muestras frescas y procesadas.
En las tablas de la 42 a la 74, dedicadas al estudio de la influencia del tratamiento térmico
sobre el contenido de fibra alimentaria y azúcares solubles en las hortalizas estudiadas, los
resultados del procesado, como se indicará en la segunda parte de la discusión, están
multiplicados por los correspondientes factores de corrección para que la comparación sea
correcta. Las últimas tablas (75 a 80) reflejan las retenciones calculadas para las hortalizas
procesadas; el concepto de la retención se comentará en el lugar correspondiente de la
discusión de los resultados.
1.2 GRAFICOS
Los resultados obtenidos y recogidos en las tablas indicadas anteriormente se representan en
treinta y nueve gráficos que se han clasificado de la siguiente forma:
-Gráficos del 1 al 6: Comparación de los valores de fibra alimentaria, obtenidos por
distintos métodos, en las tres hortalizas.
-Gráficos del 7 al 18: Estudio de los polisacáridos celulósicos y no celulósicos en las
tres hortalizas.
-Gráficos 19 y 20: Comparación de los valores de fibra alimentaria total en las tres
hortalizas.
-Gráficos del 21 al 24: Comparación de los valores de azúcares solubles, obtenidos
por distintos métodos, en las tres hortalizas.
-Gráficos del 25 al 33: Comparación de los valores de fibra alimentaria en las
hortalizas frescas y procesadas.
-Gráficos del 34 al 36: Comparación de los valores de ácido galacturónico en las
hortalizas frescas y procesadas.
-Gráficos del 37 al 39: Distribución de los azúcares totales en las hortalizas frescas
y procesadas.
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1.3. ESTUDIO ESTADISTICO
El estudio estadístico de los resultados se ha realizado aplicando el paquete de programas
estadístico BMDP (Biomedical Program) para obtener una valoración más objetiva de los
resultados experimentales.
En la primera parte de la Discusión de los Resultados (apartado 2.1) que plantea el estudio
comparativo de los métodos analíticos utilizados, se ha aplicado el test de la t-Student para
establecer si existen diferencias significativas o no entre los resultados obtenidos para una
misma muestra por diferentes métodos. Se pretende comprobar en aquellas variables medidas
por dos métodos distintos que no hay diferencias entre ambos; para ello se crea una variable
que es la diferencia entre los valores de la variable obtenidos por los dos métodos aplicados.
Se realiza el contraste de hipótesis, cuya hipótesis nula es que la media sea igual a cero o lo
que es lo mismo que la media de las variables medidas mediante los dos métodos sean
iguales.
La interpretación del test se realiza de la siguiente forma, se fija un nivel de significación (a
— 0,05) y para cada variable el test proporciona un “p-value” (nivel de significación del test)
que se compara con el nivel de significación a para rechazar o no la hipótesis nula. Los
resultados del estudio estadístico se recogen en el Anexo 1.
De forma análoga, en la segunda parte de la Discusión de los Resultados (apartado 2.2) que
pretende evaluar la posible influencia del tratamiento térmico sobre los componentes
estudiados se ha aplicado el análisis de la varianza (ANOVA) que permite determinar si
existen diferencias entre las medias de los valores obtenidos en las muestras frescas y
sometidas a proceso de cocción a presión.
El análisis de varianza para las hortalizas agrupadas en frescas y procesadas consiste en un
contraste de hipótesis en el que la hipótesis nula (hipótesis a contrastar) es que la media de
la variable en cuestión para el grupo fresco es igual a la media de la misma variable para el
grupo procesado. La interpretación es igual que en el caso anterior; se establece el mismo
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nivel de significación a= 0,05, de forma que si los valores de “p-value” son superiores a
0,05 se deduce que las variaciones obtenidas no son estadísticamente significativas. Los
resultados se muestran en el Anexo II.
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Gráfico n0 1. Comparac¡ón de los valores obtenidos según los métodos
detergentes cii las tres hortalizas frescas.
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Gráfico u0 2. Compaí-acióu <le los valores obtenidos según los métodos
<leterge¡ites cii las tres hortalizas procesa(Ias.
Gráfico n0 3. Comparación de los valores obtenidos según el método
de Asp en las tres hortalizas frescas.
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Gráfico n0 4. Comparación de los valores obtenidos según el método
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Gráfico n1> 5. Coniparación de los monosacáridos procedentes de la fibra alimentaria
en las tres líortalizas frescas.
Gráfico n<’ 6. Comparación de monosacáridos procedentes de la fibra alimentaria
en las tres hortal¡zas procesadas.
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Gráfico ~O 7. Proporción de polisacáridos no celulósicos y celulósicos en zanahoria fresca.
Co¡uposic’Sión l)oI-ceIltuaIl de p. celulósicos.
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Gráfico u” 8. Propsn-ciói¡ de polisacáridos no celtilosicos y celiil6sicos e” zain:íhioria í>i-~ces:ítl>i.
Composición porcentu:íl de ¡t celulósicos.
Gráfico n” 9. Proporción de polis:i cá i-id os no ce! u! ósi cos y celulósicos en remolacha fresca.
Composición porcentual de p. celulósicos.
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Grá fiCO u” 10. Prop o rci óu de pol isa e áridOS ¡¡o cclnl ós¡eos y cclii 1ósicos en ¡‘Sen!ola elía pro cesadaí.
Composición porcentual de p. celulosicos.
Monosacáridos neutros
Gráfico n~ 11. Proporción de polisacáridos no celulósicos y ceinlósicos en nabo fresco.
Coniposición porcentual de p. ceinlosicos.
Gráfico n0 12. Proporción de polisacáridos no celulósicos y celulósicos en nabo procesado.
Composición ¡)orcentual de p. celulosicos.
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Gráfico u’> 13. Proporción de polísacá rl dos cclii lósicos y no celulósicos cii zanahoria fresca.
Composición porcentual de p. no celulósicos.
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Gráfico ~O 14. Proporción de poil sacá r¡dos ccl nlós¡cos y no ce lo Iós¡cos en zana Ii oria
procesal(lal. Coníposición porcentual de p. ¡lo celulosicos.
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Gráfico u’> is. Proporción de polisacáridos celulósicos y ¡¡o celulósicos en remolacha fresca.
Composición porcentual dc p. nO cclnlósicos.
o ráfico it’> 16. Proporción de íml¡sacá ridos celul~sicos y no celulósicos en remolacha
procesada. Composición porcentual de p. 11<> celulósicos.
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Gráfico u’> 17. Proporción de polisacáridos celulósicos y no celulósicos en nabo fresco.
Composición porcentual de p. no celulósicos.
Gráfico u’> 18. Proporción <le polisacáridos celulosicos y 11<) celulosicos en nabo
prot’cs.’ud~. Composición l)orccntllal de n. no celulósicos.
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Gráfico n’> 19. Comparación de los valores de Fibra Total obtenidos según
(listilitos métodos en las tres hortalizas frescas.
Gráfico n’> 20. Comparación de los valores de Fibra Total ol)tenidos según
distintos métodos en las tres hortalizas procesadas.
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7Gráfico u’> 21. Comparación de los valores de azúcares solul)les obtenidos por HPLC
en las tres hortalizas frescas.
Gráfico no 22. Comparación de los valores de azucares solubles ol)tenidos por HPLC
en las tres hortalizas procesadas.
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Gráfico n’> 23. Comparación de los valores de azúcares solubles
totales en las tres hortalizas frescas.
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Gráfico n’> 24. Comparación de los valores de azúcares solubles
totales en las tres hortalizas procesadas.
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Estadísticos correspondientes a la comparación de métodos (Test t-student,
nivel de significación Cv = 0,05).
Zanahoria
Remolacha
Nabo
Zanahoria
Remolacha
Nabo
Zanahoria
Remolacha
Nabo
FAD-FND <con proteína)
FRESCO PROCESADO
p-value p-value
0,0296 0,4137
0,0397 0,0430
0,6765 0,3657
FAD-FND (sin proteína)
FRESCO PROCESADO
p-value p-value
0,0344 0,3995
0,0450 0,0378
0,8257 0,3242
PROTF,~d’,-PROT~D
FRESCO PROCESADO
p-valtie p-valtue
0,0560 0,0790
0,0033 0,0847
0,0012 0,0500
FI-FND (con proteína)
FRESCO
p-value
Zanahoria
Remolacha
Nabo
0,0330
0,0804
0,0 123
PROCESADO
p—value
0,0758
0,4116
0,1421
Anexo 1.
Anexo 1. Continuación
Zanahoria
Remolacha
Nabo
Zanahoria
Remolacha
Nabo
Zanahoria
Remolacha
Nabo
FI-FND (sin proteína)
FRESCO PROCESADO
p-value p-va]ue
0,03740 0,0707
0,0102 0,1976
0,0134 0,1455
FI-FAD (con proteína)
FRESCO PROCESADO
p-value p-value
0,0658 0,3665
0,0198 0,0606
0,1024 0,0945
FI-FAD (sin proteína)
FRESCO PROCESADO
p-value p-value
0,0658 0,3665
0,0198 0,0606
0,1024 0,0945
CENR-CENFs
FRESCO
p-value
Zanahoria
Remolacha
Nabo
0,9960
0,7053
0,5087
PROCESADO
p-value
0,0122
0, 15 17
0,3 165
CEN = Cenizas
Anexo 1. Continuación
CENn-CEN~D
Zanahoria
Remolacha
Nabo
Zanahoria
Remolacha
Nabo
Zanahoria
Remolacha
Nabo
FRESCO PROCESADO
fr-value p-value
0,0295 0,0060
0,0321 0,0731
0,0694 0,1269
PROTH-PROTFAJ,
FRESCO PROCESADO
p-value p-value
0,0057 0,0093
0,0086 0,0363
0,0614 0,0108
PROTH-PROT~I,
FRESCO PROCESADO
p-value p-value
0,0048 0,0048
0,0093 0,0470
0,0584 0,0124
FND-PoI. cel. + Pol. no ccl.
<con proteína)
Zanahoria
Remolacha
Nabo
FRESCO
p-value
0,0097
0,0006
0,0 153
PROCESADO
p-value
0,0102
0,0785
0,1733
Proteínas; Pol.cel. = Polisacáridos celnlósicos; l>ol. mu, ccl. =GEN Cenizas; PROT —
Polisacáridos no celulósicos
Anexo 1. Continuación
FND- Pol. cel.+ Po). no ccl.
(sin proteína)
Zanahoria
Remolacha
Nabo
Zanahoria
Remolacha
Nabo
Zanahoria
Remolacha
Nabo
FRESCO PROCESADO
p-value p-value
0,0096 0,0111
0,0008 0,0973
0,0161 0,1759
HEMICELULOSAS
FND-FAD--HPLC
(con proteína)
FRESCO PROCESADO
p-value p-value
0,0296 0,2211
0,0397 0,0430
0,1949 0,2703
HEMICELULOSAS
FND-FAD-HPLC
(sin proteína)
FRESCO PROCESADO
p-value p-value
0,9007 0,2211
0,0397 0,0430
0,1949 0,2703
FI-Pol. ccl. + Po). no ce).
FRESCO
p-value
Zanahoria
Remolacha
Nabo
0,1692
0,002 1
0,0405
PROCESADO
p-value
0,0572
0, 1293
0, 29 18
Polcel. = Polisacáridos celulósicos; Pol. no ccl. = Polisacáridos no celulósicos
Anexo 1. Continuación
FS-SP
Zanahoria
Remolacha
Nabo
Zanahoria
Remolacha
Nabo
Zanahoria
Remolacha
Nabo
FRESCO PROCESADO
p-value p-value
0,3355 0,0100
0,0163 0,0226
0,0684 0,0126
FT-FND + SP
(con proteína)
FRESCO PROCESADO
p-value p-value
0,0126 0,0527
0,0092 0,0474
0,0786 0,0821
FT-FND+ SP
(sin proteína)
FRESCO PROCESADO
p-value p-value
0,0139 0,0480
0,0040 0,0445
0,7165 0,0791
FF-FAD <con proteína)
FRESCO
p-value
Zanahoria
Remolacha
Nabo
0,0696
0,0067
0,0065
PROCESADO
p-value
0,0337
0,0327
0,0012
Polcel. = Polisacáridos celulósicos; Poíno ccl. = Polisacáridos no celulósicos
Anexo 1. Continuación
Zanahoria
Remolacha
Nabo
Zanahoria
Remolacha
Nabo
Zanahoria
Remolacha
Nabo
FT-FAD (sin proteína)
FRESCO PROCESADO
p-value p-value
0,0650 0,0336
0,0068 0,0312
0,0064 0,0015
FT-FND (con proteína)
FRESCO PROCESADO
p-value p-value
0,4822 0,0129
0,0005 0,0322
0,0296 0,0249
FT-FND (sin proteína)
FRESCO PROCESADO
p-value p-value
0,2618 0,01 16
0,0001 0,03 16
0,0276 0,0243
FT-NSP
FRESCO
p-value
Zanahoria
Remolacha
Nabo
0,0259
0,0009
0,0397
PROCESADO
p-value
0,0026
0,0572
0,0459
Anexo 1. Continuación
FI + SP - NSP
FRESCO
p-value
0,1692
0,0021
0,0405
PROCESADO
p-value
0,0567
0,1293
0,2917
FND + SP-NSP
FRESCO
p-value
0,0096
0,0008
0,0161
PROCESADO
p-value
0,0107
0,0973
0,1759
— kíZ4er
Zanahoria
Remolacha
Nabo
FRESCO
p-value
0, 8047
0,2745
0,5978
PROCESADO
p-value
0,7963
0,9298
0, 760 1
Zanahoria
Remolacha
Nabo
Zanahoria
Remolacha
Nabo
= Azúcares solubles por método HPLC
= Azúcares solubles por método Ferricianuro potásico
Anexo II. Estadísticos correspondientes a la comparación fresco-procesado (Análisis
de varianza) (nivel de significación a = 0,05).
(con proteína)
(sin proteína)
(con proteína)
Humedad
FAD
PAD
FND
FND (sin proteína)
CENI¡ND
PROTFAD
PROTFND
FI
ES
FT
CEN1;,
CEN125
PROT1,1
CELOBIOSA
GLUCOSA<Fibra)
XILOSA
GAL.¡RAM.
ARABINOSA
MANOSA
M. NEUTROS
P. CELULÓSICOS
P. NO CELULOSICOS
SP
FND + SP
FND + SP
FI + SP
FI + FS
NSP
AZUCFIR
AZUCHPLC
FRUCTOSA
GLUCOSA
SACAROSA
Variable Zanahoria Remolacha Nabo
(con proteína)
(sin proteína)
CEN = Cenizas
PROT = Proteínas
GAL/RAM. = Galactosa/Raunnosa
M. NEUTROS = Monosacáridos Neutros
E. CELULOSICOS = Polisacáridos Celulósicos
E. NO CELULOSICOS = Polisacáridos No Celulósicos
AZUC,~,~5 = Azúcares solubles por método Ferricianuro Potásico
AZUCILILÍ-. = Azúcares solubles por método HPLC
0 0324
0,2899
0, 3538
0,0160
0,0 187
0, 1837
0,028 1
0,4660
0, 1473
0,2220
0,0445
0,6435
0,0096
0, 8405
0,4984
0,6 148
0,5045
0,3040
0,1653
0,9 115
0,5427
0,4987
0,0295
0,0092
0,0110
0,0836
0,2220
0,5524
0,0068
0,0048
0,0170
0,0 174
0,0075
0,0873
0,1141
0, 1290
0,3259
0, 34 18
0,0 188
0,0745
0,2 125
0,3651
0, 1463
0,8356
0,0256
0,1120
0,0004
0,270 1
0,6044
0,4655
0,9665
0,8876
¡ 0,0084
0,5 888
0,5345
0,6645
0,1276
0,2802
0,2893
0,3122
0,8356
0,8575
0,0510
0,0552
0,0720
0,0727
- 0,0585
0,0863
0,5524
0,565 1
0,9405
0,9354
0,0358
0,2227
0,3879
0, 69 12
0,0407
0,3455
0,25 16
0, 8340
0,2843
0,3759
0,3037
0,20
0,62~9
0, 3598
0,7979
0,5732
0,3117
0,6644
0,0027
0,6620
0,6579
0, 378 1
0, 3455
0,9 199
0,0580
0,0569
0,0580
0,0520
0,0134
2. DISCUSION DE LOS RESULTADOS
2.1. ESTUDIO COMPARATIVO DE LOS METODOS ANALíTICOS EMPLEADOS
Los resultados obtenidos se analizan estadísticamente según el test de la t-Student, fijando en
todos los casos un nivel de significación de a = 0,05. Los valores de p-value encontrados
en cada caso figuran en el anexo 1.
2.1.1 Estudio de los resultados obtenidos para la fibra alimentaria
2.1.1.1. Métodos detergentes
Se han estudiado los métodos ácido y neutro detergente (Van Soest, 1963b; Van Soest y
Wine, 1967). Se han seguido para estos métodos las indicaciones de Van Soest, corrigiendo
los valores obtenidos tras el tratamiento con el contenido de cenizas determinado en cada
residuo.
Se ha realizado, aunque el método no lo indica, la determinación de proteínas en los residuos
de fibra ácido detergente (FAD) y fibra neutro detergente (FND), lo que permite comprobar
la eficacia de estos tratamientos en la eliminación de proteínas.
En las tablas 2 y 3 figura el contenido de FAD y FND para las tres hortalizas, expresado en
g/100g de materia húmeda, para las muestras frescas y procesadas respectivamente.
Para cada hortaliza se dan los valores correspondientes a cada lote (Lote 1, Lote 2, Lote 3)
que proceden de la media de seis determinaciones de una misma muestra, realizadas por
duplicado en tres momentos diferentes, según se explica en el apartado 1.2 de la Parte
Experimental. Esta forma de agrupar los datos en las tablas se mantendrá a lo largo de todo
el apanado destinado al estudio comparativo de métodos.
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Los residuos FAO y FND se estudian de forma que se obtienen tres tipos de resultados. El
valor de “residuo+cenizas” es el que se obtiene tras el tratamiento con el correspondiente
detergente, el dato de “residuo” es el obtenido una vez eliminadas las cenizas según especifica
el método y el de “residuo-proteínas” es el valor del residuo una vez eliminadas las cenizas
y las proteínas.
a) Estudio de los resultados obtenidos en las muestras analizadas
Para realizar el estudio de las fracciones de FAO y FND se toman los valores que se obtienen
después de restar las cenizas residuales; los residuos+cenizas y los residuos-proteínas se
emplearán para el estudio de la eficacia de eliminación de cenizas y proteínas por parte de
las soluciones detergentes.
Se hace referencia a los valores medios totales (g/lOOg materia húmeda) y errores estándar
obtenidos para cada hortaliza, recogidos en las tablas 4 y 5 junto con otros estadísticos
generales (desviación estándar y desviación estándar relativa).
El método neutro detergente permite la obtención de un residuo teóricamente formado por
celulosa, hemicelulosas y lignina, mientras que la aplicación del método ácido detergente
consigue un residuo formado, en teoría también, por lignina y celulosa. Así pues, la
diferencia entre ambos métodos puede ser estimada como hemicelulosas y, por tanto, cabe
esperar que el valor de FND sea superior al de FAO.
En las hortalizas frescas, el nabo presenta los valores más elevados de FAO (1,739±0187),
la remolacha proporciona el porcentaje más bajo (1 454+0 148>, mientras que la zanahoria
tiene un contenido intermedio (1,511±0,062>.Las hortalizas procesadas mantienen esta
misma secuencia cuantitativa en los resultados: nabo (1,630±0,160), zanahoria
(1,559±0,109)y remolacha (1,165±0,077).
Respecto a los datos obtenidos de FND, en los productos frescos la remolacha es la que posee
el mayor contenido (2,297±0,223),seguida de la zanahoria (1,974±0,119)y, por último,
el menor porcentaje corresponde al nabo (1,703±0,147).En los procesados este orden se
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altera ligeramente ya que si la remolacha presenta nuevamente el máximo valor
(2,004+0 257), la zanahoria tiene el contenido más pequeño (1,687±0,026)y el nabo un
valor intermedio (1,719±0,203),
Las diferencias observadas entre FND y FAD pueden ser estimadas, teóricamente, como
hemicelulosas. Esta cuantificación tiene que ser interpretada con precaución porque, al ser
una valoración indirecta, se están sumando los errores del método neutro detergente y del
ácido detergente. Este aspecto se comentará con mayor detalle al estudiar las hemicelulosas.
En el caso de las muestras estudiadas, la remolacha con el máximo valor de FND y el
mínimo de FAD, presentaría el porcentaje más elevado de hemicelulosas. La superioridad de
FND sobre FAD no siempre es cierta, en el nabo tanto fresco como procesado ambos valores
son próximos.
Se comparan estadísticamente los valores medios de FND y FAD obtenidos para cada muestra
(nivel de significación a= 0,05). Ene] caso de los materiales frescos se observa lo siguiente:
los valores de FND en zanahoria (1,974±0,119)y remolacha (2,297±0,223)son superiores
a los de FAD (1,511±0062 y 1,454±0,148), siendo las diferencias estadísticamente
significativas. Sin embargo en el nabo no se han encontrado diferencias entre los valores de
FND (1,703±0,147)y FAD (1,739±0,187)para el mismo nivel de significación.
En el caso de los materiales procesados, los resultados de FND son próximos en la zanahoria
(1,687±0,026)y en el nabo (1 719+0 203) a los de FAD (1,559±0,109y 1,630+0 160)
y las diferencias no son significativas. Mientras que en la remolacha FND (2,004±0,257)y
FAD (1,165±0,077)son estadísticamente distintos.
La eliminación de proteína residual no es una premisa de estos métodos, cuyo fundamento
supone una total eliminación de la misma. Por tanto, si se comparan estadisticamente los
valores de FAD y FND obtenidos después de proceder analíticamente a su eliminación en los
residuos, se observa que todos los comentarios realizados anteriormente son aplicables a los
nuevos datos, si bien estos son, lógicamente, algo inferiores.
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b) Estudio de las cenizas residuales en FAD y FND
En las tablas 6 y 7 se refleja la eficacia de la eliminación de cenizas por las soluciones
detergentes en las muestras frescas y procesadas respectivamente. Dicha eficacia se ha
calculado teniendo en cuenta los valores de cenizas presentes tanto en las muestras (g/ 100 g
materia húmeda) como en los residuos detergentes (gibO g de residuo)..
En los residuos FAD, tanto en las muestras frescas como procesadas, se observa que la
eliminación de cenizas es total; sin embargo, en los residuos FND, tanto de fresco como de
procesado, dichas cenizas están presentes en todos los casos excepto en la zanahoria.
La capacidad de retención de elementos minerales está relacionada con la presencia de grupos
carboxilo libres correspondientes a las moléculas de azúcares de los polisacáridos no
celulósicos y también de la lignina (McConnell y col., 1974; Olds, 1978). La FND presenta
ambos tipos de componentes mientras que en la FAD no cabe esperar la presencia de
hemicelulosas. Podría suceder que la naturaleza de la FND como tal, presente mayor
capacidad de retención que FAD, o bien que la solución ácido detergente solubilice más
elementos minerales que la neutro detergente.
Entre los residuos de FND el que presenta mayor proporción de elementos minerales es la
remolacha (fresca: 1,457% y procesada: 0,925%), a continuación nabo (fresco: 0,562% y
procesado: 0,432%) y en el caso de la zanahoria no se han encontrado cenizas.
Para ver la eficacia en la eliminación de elementos minerales por parte de la solución neutro
detergente se ha determinado la concentración inicial de cenizas en las tres hortalizas. Los
valores medios de cenizas en los materiales frescos oscilan entre 0,626% para remolacha y
0,808% para nabo, presentando la zanahoria un valor intermedio de 0,734%. Los valores
obtenidos en el procesado, son 0,466% para nabo y 0,559% para zanahoria presentando la
remolacha un valor intermedio de 0,547%.
El porcentaje de eliminación calculado ha sido del 100% para la zanahoria (fresca y
procesada), considerablemente elevado para el nabo (fresco= 98,87%; procesado’ 98,41%)
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y ligeramente inferior para la remolacha (fresca= 94,57%; procesada= 96,57%) (Tablas 6
y 7).
Se deduce que el porcentaje de eliminación de cenizas es siempre inferior en el caso de FND
comparado con FAD, puesto que en este caso es total.
c) Estudio de las proteínas residuales en FAD y FND
En las tablas 6 y 7 se refleja la eficacia de la eliminación de proteínas en los métodos
detergentes, en las muestras frescas y procesadas respectivamente. Dicha eficacia se calcula
teniendo en cuenta los valores de proteínas presentes tanto en las muestras (gI 100 g materia
húmeda) como en los residuos detergentes (gibO g de residuo)
Algunos autores (Cummings, 1981 y Saura-Calixto y col. 1983) señalan como inconveniente
de estos métodos la retención parcial de proteínas. Para comprobar lo que sucede en el caso
particular de las muestras aquí estudiadas se determina la presencia de proteínas en los
residuos FAD y FND.
Las tres hortalizas se comportan de forma diferente respecto a la cantidad de proteínas que
no es solubilizada por los detergentes. La remolacha es la muestra que presenta mayor
proporción en el residuo de FAD (fresca: 5,722% y procesada: 4,428%), sin embargo en
zanahoria (fresca: 1,185% y procesada: 0,943%) y nabo (fresco: 1,321% y procesado:
1.073%) se obtienen contenidos muy similares. Los porcentajes de proteínas residuales en la
FND de la remolacha (fresca: 6,619% y procesada: 5,839%) son, de nuevo, superiores a los
de las otras dos hortalizas; dichos niveles de proteínas en zanahoria (fresca: 1,985% y
procesada: 1,456%) son a su vez diferentes a los de nabo (fresco: 0,279% y procesado:
0,345%).
Las diferencias encontradas entre las proteínas residuales de ambos métodos detergentes son
significativas (a= 0,05) en gran parte de los casos.
Para poder calcular la eficacia en cuanto a la eliminación proteica de las soluciones
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detergentes se requiere conocer los valores de proteínas totales en las muestras frescas, que
oscilan entre 1,343% en remolacha y 2,530% en zanahoria, y en las procesadas entre 0.940%
en remolacha y 1,427% en zanahoria. El nabo presenta valores intermedios en fresco
(1,500%) y en procesado (1,333%).
Destaca el menor porcentaje de eliminación de proteínas en la remolacha, tanto en FAD
(fresca = 93,75% y procesada = 93,54%) como en FND (fresca~ 88,38% y procesada=
84,22%) respecto a las demás hortalizas que superan el 98% de eliminación para ambos
métodos detergentes.. Por tanto, se puede indicar que la eficacia de eliminación es elevada,
y ligeramente superior en el método ácido detergente respecto al neutro detergente, excepto
en el caso del nabo. Dicha eficacia depende no sólo del método empleado sino también de
la muestra de que se trate en cada caso.
Con frecuencia no se le da importancia a la presencia de proteínas en los residuos detergentes
debido a su baja proporción (Marlett y Lee, 1980). Es escaso el número de trabajos en los
que se determina el contenido de proteínas en los residuos detergentes procedentes del análisis
de alimentos.
La presencia de proteínas, se puede atribuir a razones de disposición estructural (Selvendran
y Robertson, 1990), o a que el tratamiento detergente la modifique impidiendo su total
solubilización.
Los valores de FAD y FND, así como los correspondientes a cenizas y proteínas, se
encuentran representados en el gráfico 1 para las hortalizas frescas y en el gráfico 2 para las
procesadas.
2.1.1.2. Método enzhnático-gravimétrico de Mp
Recordando lo expuesto en la Parte General, este método data de 1983 y fue diseñado por
Asp y col, que consideran como fibra alimentaria todos aquellos compuestos que resisten el
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tratamiento enzimático con
compuestos en dos grandes
- Insolubles en agua
- Solubles en agua
de manera que la suma de
En la tabla 8 figuran los
hortalizas frescas, y en la
húmeda. En las tablas 10 y
pepsina y pancreatina. Esta metodología permite separar estos
grupos:
= Fibra Insoluble (FI)
= Fibra Soluble (PS)
FI y PS da el valor de Fibra Total (FT).
valores obtenidos para fibra insoluble, soluble y total en las
tabla 9 en las procesadas, expresados en g/l 00 g de materia
11 figuran los estadísticos generales para dichas muestras.
Los valores de FI se obtienen restando, al valor del residuo de fibra, la cantidad de cenizas
y proteínas que permanecen después del tratamiento. El residuo soluble se corrige sustrayendo
el valor de cenizas residuales.
Los análisis se hacen por cuadruplicado, destinando dos residuos de FI al análisis de proteínas
y dos al análisis de cenizas. En los cuatro residuos de ES obtenidos se realiza la
determinación de cenizas.
Este método permite una primera aproximación al estudio cualitativo de los componentes de
la fibra alimentaria: FI es la suma de celulosa, hemicelulosas y lignina, y FS está constituido,
principalmente, por los polisacáridos pécticos.
Durante un tiempo se pensó que los valores de FI y PS permitían predecir, con cierta
aproximación, cual iba a ser el efecto fisiológico predominante originado por los componentes
presentes en el residuo de la fibra alimentaria. Sin embargo, en la actualidad, aunque esta
idea se mantiene en líneas generales, se insiste en la necesidad de comprobar con mayor
exactitud la repercusión fisiológica de cada uno de los componentes de la fibra alimentaria
(Eastwood, 1992).
a) Estudio de los resultados de fibra insoluble (FI) en las muestras analizadas
Al comparar los valores medios obtenidos para FI (gibO g materia húmeda) en las tres
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hortalizas frescas y procesadas (Tablas 10 y 11) se observa que los valores más elevados de
FI los presenta la remolacha tanto fresca, 2 413+0 204, como procesada, 2,104±0,330.Los
valores más bajos de FI son los que corresponden a zanahoria, 1 253 +0,026 y 1,346+0 085.
El nabo presenta un valor intermedio próximo a zanahoria 1 445+0,118 en el fresco y
1,407+0 093 en el procesado.
Es interesante comparar los resultados de fibra insoluble obtenidos al emplear el método
enzimático y los métodos detergentes, por esta razón en primer lugar se comentará lo
referente al estudio FI-FND y posteriormente FI-FAD (Tablas 4, 5, 10 y 11). La
significación de las diferencias se establece para a = 0,05.
En el caso de los materiales frescos, si se comparan los datos obtenidos por ambos métodos,
las diferencias encontradas son estadísticamente significativas en zanahoria (FI =
1,253+0 026, FND = 1 974+0,119) y nabo (FI = 1 445+0,118, FND = 1,703+0 147),
destacando además el hecho de que los valores de FND son superiores a los de FI en ambos
casos. En remolacha ambos valores son semejantes (FI = 2,413+0 204 y FND =
2,297+0 223).
Para los materiales procesados no existen diferencias significativas, entre los valores
alcanzados por ambos procedimientos, en ninguno de los casos: zanahoria (FI =
1,346+0 085 y FND = 1,687+0 026), remolacha (FI = 2,104+0 330 y FND =
2,004±0257) y, finalmente, nabo (FI = 1 407+0,093 y FND = 1,719+0 203).
Si para la comparación se utilizan los valores de FND sin proteínas (Tablas 2 y 3) se observa
que existen diferencias significativas en los tres materiales frescos y no se dan tales
diferencias en ninguno de los materiales procesados. Asípues, la remolacha fresca es el único
material cuya comparación entre FND y FI varía en función de la consideración o no del
valor de proteína residual.
En la bibliografía estudiada pocas veces se realiza la comparación entre estos términos, pues
lo que se ha venido realizando hasta el momento es la comparación de FND con FT, que se
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expondrá más adelante. En el caso del espárrago los valores de FI son inferiores a los de
FND en la parte apical y en la parte media del turión, mientras que en la zona basal es más
elevada FI que FND (Redondo y col. 1990).
La aplicación de una metodología u otra origina diferencias significativas en los resultados
y la bibliografía señala la presencia de otros componentes que pueden interferir. En el caso
de los residuos de FND se indica la posible presencia de almidón (Morrison, 1980) y en los
de FI la interferencia de taninos (Saura-Calixto 1987 y 1988) y se propone la corrección de
taninos cuando se aplica el método de la AOAC a muestras especialmente ricas en este
componente, ej. vainas de algarrobo y esparceta.
En el caso de los materiales procesados las enzimas utilizadas en el método FI serían tan
eficaces como la solución neutro detergente para eliminar los compuestos que interfieren en
zanahoria y nabo. En los materiales frescos, ni las enzimas del método de Asp ni la solución
detergente pueden eliminar esos compuestos, de ahí las diferencias encontradas. En
remolacha, ambos métodos FND y FI eliminan esas interferencias con la misma facilidad,
tanto en fresco como en procesado.
En lo que se refiere a la comparación entre FI y FAD, se observa en las muestras frescas
como zanahoria (FI = 1 253+0,026, FAD = 1,511+0 062) y nabo (FI = 1,445±0,118,
FAD = 1,739±0187) que no existen diferencias estadisticamente significativas, mientras que
en remolacha si se aprecian (FI = 2,413+0 204 FAD = 1 454+0 148).
Para el caso de las procesadas los resultados de FI y FAD son cuantitativamente semejantes
en los tres casos, zanahoria (FI = 1,346±0085 FAD = 1,559±0,109),remolacha (FI =
2,104+0 330, FAD = 1,165±0,077)y nabo (FI = 1 407+0,093, FAD 1,630±0,160).
Si se utilizan para la comparación los datos de FAD una vez eliminadas las proteínas
existentes en dichos residuos, se observan los mismos hechos que para el caso de FAD con
proteína tanto en los materiales frescos como en los procesados de las tres hortalizas.
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Al igual que sucede con la comparación FI-FND, pocas veces se encuentra en la bibliografía
la comparación EL-FAD. En espárrago los valores de FI son claramente superiores a los de
FAD (Redondo y col. 1990).
Como ya se indicaba en la Parte General, los compuestos encontrados con mayor frecuencia
como contaminantes del residuo FAD son restos de polímeros hemicelulósicos y sustancias
pécticas (Marlett y Lee, 1980; Morrison, 1980).
Los métodos detergentes y el método enzimático de Asp tienen diferentes fundamentos y
fueron concebidos con diferentes fines. Los métodos detergentes para el análisis de alimentos
para animales (forrajes) y los enzimático-gravimétricos para el análisis de alimentos para el
hombre. Además, el método de Asp lleva implícita la consideración de la fibra alimentaria
como una entidad con acción fisiológica en el organismo humano.
Por esto es muy útil comprobar si la determinación de fibra alimentaria por ambas
metodologías da resultados próximos. Del análisis de los resultados obtenidos en este trabajo
se comprueba que en el análisis cuantitativo de los materiales procesados, ambos métodos
aportan resultados semejantes y, por tanto, cualquiera de dichos métodos podría resultar
válido, mientras que en los frescos, en la mayoría de los casos, los resultados difieren en
función de la metodología utilizada y por tanto la especificación del método seguido sería un
factor importante a señalar.
b) Estudio de los resultados de fibra soluble (FS~ en las muestras analizadas
Al comparar los valores obtenidos para FS (gibO g materia húmeda) en las tres hortalizas
(Tablas 8, 9, 10 y 11) se observa que el valor más elevado en las muestras frescas
corresponde a remolacha (0,941±0,030),a continuación zanahoria (0 774±0194) y, por
último, al nabo (0,578±0,078).En cuanto a las procesadas el orden se modifica, zanahoria
(1,280+0 040), remolacha (1,241+0 152) y nabo (0,866±0,085).
En principio, el componente mayoritario presente en estos residuos son las sustancias pécticas
aunque puede haber otros componentes, fundamentalmente proteínas.
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Para comparar el valor de fibra soluble con el obtenido para sustancias pécticas por métodos
espectrofotométricos se ha realizado la determinación por medio del método del 3,5-
dimetilfenol (Scott, 1979), que determina exclusivamente ácido galacturónico después de la
hidrólisis de los polisacáridos pécticos y que se estudiará posteriormente.
c) Estudio de las cenizas residuales en FI y PS
Se determina el contenido de cenizas en el residuo FI y en el FS, A partir de estos valores
(g/100 g residuo) se calcula el porcentaje de cenizas de la muestra que permanece en el
residuo y la eficacia del método de Asp (Tablas 12 y 13).
En los productos frescos el porcentaje de cenizas hallado en FI es inferior al encontrado en
FS en los tres casos: remolacha (FI = 3,705%, PS = 10,308%), zanahoria (FI = 3,447%,
FS = 10,258%) y nabo (FI = 3,193%, PS = 11,424%).. Como puede apreciarse, el residuo
FI de las tres muestras contiene una proporción similar de cenizas mientras que dentro del
FS el valor más elevado corresponde a nabo, remolacha y zanahoria presentan valores
semejantes y ligeramente más bajos. Por tanto, en dichas muestras FI y FS se comportan de
diferente forma frente a la retención de elementos minerales.
Asimismo, en los procesados el porcentaje de cenizas residuales es más bajo en FI que en FS,
obteniéndose diferencias importantes entre la cantidad de cenizas presente en dichos residuos:
zanahoria (FI = 2,154%, PS = 7,052%), remolacha (FI = 1,775%, PS = 5,102%) y nabo
(FI = 2,178%, PS = 7,664%).
Desde un punto de vista estadístico (a= 0,05), las cenizas residuales presentes en FI y PS
son diferentes en la mayoría de los casos, si bien los porcentajes de PS son muy superiores
porque la fibra soluble es menor que la insoluble y el tanto por ciento de cenizas es
proporcional mente mayor.
Si se expone lo anterior en términos de eficacia de eliminación de cenizas por el método
enzimático de Asp para las fracciones FI y PS (Tabla 12) se observa que en los materiales
frescos es muy similar para ambas: zanahoria (FI = 89,001% y FS = 89,096% ), remolacha
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(FI = 84,294% y PS = 82,783% ) y nabo (Fi = 91,369% y PS = 90,376% ). En los
procesados (Tabla 13) la eliminación es más elevada para FI que para FS, siendo la diferencia
de un 9% para zanahoria, 5% para remolacha y 6% para nabo.
La comparación de los contenidos de cenizas en FI y en FND podría indicar si la capacidad
que tienen celulosa, hemicelulosas y lignina para retener elementos minerales depende o no
del tratamiento químico que están sufriendo dichos componentes (Tablas 6, 7, 12 y 13). De
los resultados se deduce que la eliminación de cenizas por parte de estos tratamientos,
químico y enzimático, es diferente en el caso de zanahoria (fresca y procesada) y de
remolacha fresca mientras que ambos tratamientos tienen la misma eficacia remolacha
procesada y en nabo (fresco y procesado).
d) Estudio de las proteínas residuales en FI
Las proteínas están presentes en el residuo FI, y para dar un valor correcto de dicho residuo,
el método indica que hay que restarías del peso total. Esto implica que el tratamiento
enzimático no es suficiente para eliminar toda la proteína. La presencia de dicha proteína en
el residuo tiene hoy día un papel controvertido en la definición de fibra alimentaria.
El contenido de proteínas (g¡100 g de residuo) representa un porcentaje del residuo de FI muy
variable dependiendo de la muestra de que se trate (Tablas 12 y 13). En el caso de las
hortalizas frescas oscila desde un 42,142% en zanahoria hasta un 4,614% en remolacha,
pasando por un valor intermedio de 24,460% en nabo. En los procesados hay un margen
también bastante amplio, desde 32,088% en zanahoria hasta un 6,077% en remolacha, siendo
del 19,797% en nabo.
La eficacia de la digestión proteica para las diferentes hortalizas, frescas y procesadas, es
muy semejante en zanahoria y nabo, con unos porcentajes de eliminación de: zanahoria
(fresca= 61,378% y procesada= 55,641%) y nabo (fresco= 67,247% y procesado=
73,226%), y bastante superiores en remolacha (fresca= 90,852% y procesada= 84,066%).
Las publicaciones en las que se detallan los valores de proteína presentes en los residuos son
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escasas. En el espárrago, los valores de proteínas en la fibra insoluble obtenida por el método
de Asp son semejantes a los presentes en el residuo FAD, y superiores en ambos casos a los
obtenidos por el método FND (Redondo y col. 1990).
Cuando se comparan estadisticamente (a = 0,05) los valores de proteínas residuales
encontrados en FI con los hallados en FAD y FND, se observan diferencias significativas en
prácticamente todos los casos. Así pues, en todos los materiales la eficacia de los métodos
detergentes en la eliminación de proteínas es superior a la del método enzimático-
gravimétrico de Asp (Tablas 6, 7, 12 y 13).
La proteína es pues uno de los componentes en los que el diferente fundamento de cada
método tiene mayor influencia. El tratamiento químico elimina gran cantidad de proteínas,
mientras que el tratamiento enzimático deja una mayor proporción. La presencia de proteínas
en el residuo FI puede ser debida a que no ha sido digerida por las enzimas utilizadas según
las condiciones del método, es decir, es resistente a la hidrólisis, y ese hecho se utiliza para
definirla como proteína resistente.
La interpretación de la presencia de proteína en los residuos de fibra alimentaria es
controvertida. Como ya se explica en el apartado dedicado a la definición de fibra
alimentaria, algunos autores (Asp, 1987) son partidarios de incluirla como componente de la
fibra alimentaria mientras que otros se oponen a esto (Englyst y Cummings, 1988)..
Los valores de fibra insoluble (FI) y de fibra soluble (FS) obtenidos por el método de Asp
se representan en los gráficos 3 y 4 para las hortalizas frescas y procesadas respectivamente.
2.1.1.3. Método cromatográfico (HPLC)
Como ya se indicó en la parte general, Englyst define la fibra alimentaria como polisacáridos
no almidón (NSP). El método por él diseñado en 1982, y modificado en los años 1984 y
1988, ha sido utilizado en alimentos para el hombre, aplicándolo al análisis de un gran
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número de alimentos, dentro de los cuales se incluyen cereales, hortalizas, frutas y frutos
secos.
Este método permite identificar y cuantificar por cromatografía los monosacáridos que forman
los polisacáridos no almidón que constituyen la fibra alimentaria. Se complementa con la
determinación de las sustancias pécticas por espectrofotometría como se detalla en la Parte
Experimental.
Las condiciones analíticas empleadas permiten la obtención de un cromatograma cuyo perfil
es semejante en todas las muestras de hortalizas frescas y procesadas objeto de este trabajo
(Cromatogramas del 8 al 13).
La columna utilizada, HPX-87P de BioRad, eluye en primer lugar oligosacáridos, a
continuación monosacáridos y finalmente polialcoholes. En total se han detectado diez picos,
de los cuales en la región correspondiente a oligosacáridos se presentan tres: 1, 2 y 3, en la
zona de los monosacáridos neutros se identifican cinco: 4, 5, 6, 7 y 8, y dentro de los
polialcoholes aparecen dos: 9 y 10.
Delos trabajos encontrados en la bibliografía que utilizan un equipo de HPLC con las mismas
condiciones aquí empleadas, Neilson y Marlett (1988) analizan manzana, salvado de trigo,
guisante y un plato elaborado. El perfil cromatográfico que obtienen estos autores para sus
muestras presenta tres picos antes de la glucosa, semejantes a los del presente estudio, que
identifican como: celobiosa, celotriosa y productos de degradación de monosacáridos.
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Cromatogramas obtenidos para los monosacáridos constituyentes
de fibra alimentaria dc zanahoria por HPLC
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Cromatograma n09. Zanahoria procesada
Cromatogramas obtenidos para los monosacáridos constituyentes
de fibra alimentaria de remolacha por HPLC
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Cromatograma n<’1 1. Remolacha procesada
Cromatogramas obtenidos para los monosacáridos constituyentes
de fibra alimentaria de nabo por HPLC
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Cromatograma n”12. Nabo fresco
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Cromatograma n<’13. Nabo procesado
Se ha confirmado la identificación de celobiosa (pico n0 3) y su presencia puede ser debida
a una hidrólisis incompleta de celulosa que podría estar originada por la presencia de regiones
más cristalinas en la molécula. El pico n0 2, aunque eluye al mismo tiempo que en el estudio
de Neilson y Marlett, no ha podido ser identificado, dado que no existe patrón de celotriosa.
Respecto al pico n0 1, estos autores piensan que puede tratarse de productos de degradación
de monosacáridos que coeluyen al principio del cromatograma. En este trabajo se ha
comprobado que aparece también en los cromatogramas correspondientes a la hidrólisis de
patrónes de polisacáridos (celulosa y xilano) y en los correspondientes a la mezcla de
monosacáridos patrón sometidos a las mismas condiciones de hidrólisis que las muestras.
Se puede señalar que la forma que presenta el pico n0 1 es muy característica, ya que carece
de pendiente de descenso, presentándose en su lugar una línea vertical. Este hecho se
mantiene desde el primer momento que se empieza a utilizar la columna hasta que, avanzado
el muestreo, la pérdida de resolución de la misma empieza a ser notoria.
A continuación se identifican los monosacáridos: glucosa (pico n0 4), xilosa (pico n0 5),
galactosa/ramnosa (pico n06), arabinosa (pico n0 7) y manosa (pico n0 8).
Después de los monosacáridos, en la región correspondiente a los polialcoholes, el primer
pico que aparece es el eritritol que ha sido utilizado como patrón interno (pico n0 9). Más
tarde se encuentra un pico (n0 10) que no figura en los cromatogramas presentados por
Neilson y Marlett (1983). Está a continuación del eritritol pero no ha podido ser identificado.
La celobiosa y la glucosa proceden de los polisacáridos celulósicos, si bien una pequena
proporción de glucosa puede corresponder a polisacáridos no celulósicos. El resto de los
monosacáridos proceden de polisacáridos no celulósicos: hemicelulosas y sustancias pécticas.
La suma de todos éstos da un valor de polisacáridos no almidón (NSP), propuesto por Englyst
como definición de fibra alimentaria.
Con el fin de completar la investigación es interesante comentar los estudios correspondientes
a cromatografía de gases (GLC) que se han realizado en el centro CIVO-TNO de Zeist
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(Holanda). Se han analizado tanto las muestras frescas como las procesadas y se han obtenido
los cromatogramas correspondientes (Cromatogramas del 14 al 19)..
En esta técnica sólo se detectan los picos correspondientes a monosacáridos. El orden de
elución, como ya se dijo en la parte experimental, es: ramnosa, arabinosa, xilosa, mio-
inositol, manosa, glucosa y galactosa.
Se observa que la resolución es muy buena, separándose la ramnosa correctamente. El tiempo
del cromatograma es largo, transcurriendo un periodo importante desde que aparece la xilosa
hasta el m-inositol. La fucosa, que aparece en algunos vegetales (Englyst y Cumrnings,
1988), no se detecta con este sistema cromatográfico para las hortalizas objeto de este
estudio. De estos cromatogramas no se puede obtener información adicional sobre celobiosa.
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Cromatogramas obtenidos para los monosacáridos constituyentes
de fibra alimentaria de zanahoria por GLC
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Crornatograma n” 15. Zanahoria procesada
Cromatogramas obtenidos para los monosacáridos constituyentes
de fibra alimentaria de remolacha por GLC
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Crornatogramas obtenidos para los monosacáridos constituyentes
de fibra alimentaria <‘le nabo por GLC
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Cromatograma n”19. Nabo procesado
a) Estudio de monosacáridos
Los resultados obtenidos, expresados en g/l00 g de materia húmeda, para cada monosacárido
figuran en las tablas 14 y 15, y la suma total de los mismos en la tablas 16, 17,
correspondientes a las muestras frescas y procesadas. Se han corregido las pérdidas sufridas
durante la hidrólisis, y para ello, se ha multiplicado el valor obtenido para cada monosacárido
por un factor calculado a partir del tanto por ciento de recuperación de cada uno de los
patrones después de la hidrólisis ácida.
En las tablas 16 y 17 se hace referencia a los valores medios y otros estadísticos generales
de la suma total de azúcares neutros para las tres hortalizas, frescas y procesadas,
respectivamente. En los materiales frescos la remolacha presenta el contenido medio más
elevado, 1,422+0 226, a continuación el nabo, 1,285±0153 y, por último la zanahoria con
los valores medios más bajos 0,979±0,168. En los productos procesados se mantiene la
misma secuencia, obteniéndose los siguientes valores medios, remolacha 1,599±0,166,nabo
1,413+0 013 y zanahoria 1,149+0 081
Si se refieren las concentraciones obtenidas de cada monosacárido al valor total de los
mismos, la distribución, expresada en porcentaje, de cada monómero figura en los siguientes
cuadros. En las hortalizas frescas:
Cuadro n0 1.. Distribución de monosacáridos en las hortalizas frescas (%)..
ZANAHORIA REMOLACHA NABO
Celob¡osa 6,231 4,216 5,288
Glucosa 43,104 39,.283 55,832
Xilosa 4,494 2,600 7,154
Gal/Ram 24,208 12,790 12,286
Arabinosa 18,080 38,158 14,386
Manosa 3,882 2,881 4,977
Como puede apreciarse por los datos reflejados en este cuadro, la zanahoria tiene como
azúcar mayoritario la glucosa, seguido de galactosa/ramnosa y arabinosa, y proporciones
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inferiores de celobiosa, xilosa y manosa.
En la remolacha predominan glucosa y arabinosa que alcanzan porcentajes similares; en
cantidades más bajas se encuentran la galactosa/ramnosa y, finalmente, celobiosa, manosa y
xilosa con contenidos más próximos.
Los resultados obtenidos en el nabo indican un elevado contenido de glucosa con respecto a
los demás azúcares; concentraciones muy similares y sensiblemente inferiores de arabinosa
y galactosa/ramnosa, y en proporciones más escasas aparecen xilosa, celobiosa y manosa.
En las hortalizas procesadas los porcentajes son:
Cuadro n0 2. Distribución de monosacáridos en las hortalizas procesadas (%).
ZANAHORIA REMOLACHA NABO
Celobiosa 5,570 5,000 5,635
Glucosa 36,989 40,188 60,057
Xilosa 3,742 3,000 7,418
Gal/Ram 27,241 11,813 10,128
Arabinosa 23,499 36,125 11,912
Manosa 2,959 3,813 4,280
Aparece una situación muy semejante a la observada en las muestras frescas, si bien las
proporciones se modifican, se mantiene exactamente el mismo orden de participación de los
azúcares en las tres hortalizas.
Los resultados obtenidos para cada uno de los monosacáridos se representan en los gráficos
5 y 6 para las hortalizas frescas y procesadas, respectivamente.
b) Estudio de los uolisacáridos
Para expresar los monosacáridos en forma de polisacáridos se multiplican por un factor que
corrige la pérdida de agua y cuyo valor es de 0,90 para hexosas y 0,88 para pentosas.
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Los valores medios de polisacáridos celulósicos, no celulósicos y la suma de ambos obtenidos
en cada hortaliza, tanto frescas como procesadas, figuran en las tablas 22 y 23,
respectivamente, y los estadísticos generales en las tablas 24 y 25.
Considerando el valor total se puede conocer qué tanto por ciento representan los
polisacáridos celulósicos y los no celulósicos. Para los materiales frescos se obtienen los
siguientes porcentajes:
Cuadro n0 3.. Distribución de polisacáridos celulósicos y no celulósicos
en las hortalizas frescas (%)
ZANAHORIA REMOLACHA NABO
Polisacáridos celulósicos
Polisacáridos no celulósicos
49,773
50,227
44,025
55,975
61,558
38,442
Se observa que cada hortaliza presenta una relación diferente entre los polisacáridos
celulósicos y no celulósicos. El nabo, que tiene histológicamente un crecimiento secundario
normal, presenta una mayor proporción de polisacáridos celulósicos, prácticamente el doble
de los polisacáridos no celulósicos.. A estos resultados contribuye la gran proporción de
glucosa, y la escasa cantidad de arabinosa en relación con la remolacha y de
galactosa/ramnosa en relación con zanahoria.
En zanahoria y remolacha, de crecimiento secundario anómalo, se presenta una situación
diferente a la anterior, predominan los polisacáridos no celulósicos frente a los celulósicos;
mientras que en la zanahoria no hay gran diferencia entre ambas fracciones, en remolacha es
más importante la proporción de polisacáridos no celulósicos respecto a los celulósicos.
En los materiales procesados los porcentajes calculados son los siguientes figuran en el
siguiente cuadro:
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Cuadro n0 4. Distribución de polisacáridos celulósicos y no celulósicos
en las hortalizas procesadas (%).
ZANAHORIA REMOLACHA NABO
Polisacáridos celulósicos
Polisacáridos no celulósicos
4 1,380
58,620
45,772
54,228
65,747
34,254
Se deduce que las proporciones entre estos componentes se mantienen con respecto al caso
anterior. En el nabo predomina el porcentaje de polisacáridos celulósicos sobre los no
celulósicos, y en el caso de la remolacha y la zanahoria la proporción de polisacáridos no
celulósicos es superior a la de celulósicos.
Como ya se señalaba anteriormente, los polisacáridos celulósicos pueden ser evaluados como
la suma de celobiosa y glucosa. Si se admite el total de polisacáridos celulósicos de esta
forma se puede determinar en qué tanto por ciento se encuentran la celobiosa y la glucosa
dentro del total. Para las hortalizas frescas:
Cuadro n0 5. Distribución de celobiosa y glucosa en los polisacáridos celulósicos
de las hortalizas frescas (%).
ZANAHORIA REMOLACHA NABO
Celobiosa
Glucosa
13,242
86,758
10,178
89,822
9,142
90,858
En general, las proporciones son similares para las tres hortalizas, si bien el mayor porcentaje
de celobiosa dentro de los polisacáridos celulósicos lo presenta la zanahoria, a continuación
remolacha y, por último, nabo.
Para las hortalizas procesadas:
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Cuadro n0 6: Distribución de celobiosa y glucosa en los polisacáridos celulósicosde las hortalizas procesadas (%)..
ZANAHORIA REMOLACHA NABO
Celobiosa
Glucosa
13,740
86,260
11,603
88,397
9,004
90,996
Las proporciones son semejantes a las muestras frescas, oscilando el porcentaje de celobiosa
de entre un 9 y un 14% del total de los polisacáridos celulósicos.
La distribución de polisacáridos celulósicos y no celulósicos, indicando la composición de los
primeros, se representan en los gráficos 7 y 8 para la zanahoria fresca y procesada, 9 y 10
para la remolacha fresca y procesada, y II y 12 para nabo fresco y procesado. En los
gráficos del 13 al ¡8 se refleja la misma distribución pero mostrando, en este caso, la
composición de los polisacáridos no celulósicos.
Dentro de los polisacáridos no celulósicos se consideran los siguientes monosacáridos neutros:
xilosa, galactosa/ramnosa, arabinosa y manosa. La proporción de cada uno de ellos respecto
al total, en las muestras frescas es:
Cuadro n0 7.. Distribución de monosacáridos en los polisacáridos
de las hortalizas frescas (%).
no celulósicos
ZANAHORIA REMOLACHA NABO
Xilosa 8,824 4,635 18,243
Gal/Ram 48,190 23,034 31,982
Arabinosa 35,294 67,135 36,712
Manosa 7,692 5,197 13,063
Los monosacáridos que se encuentran en proporciones más elevadas en
materiales son galactosa/ramnosa y arabinosa.. En zanahoria el
galactosa/ramnosa es superior al de arabinosa. En remolacha y nabo es
arabinosa, invirtiéndose las proporciones con respecto a la zanahoria, siendo
los diferentes
porcentaje de
mayoritaria la
los porcentajes
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de participación más distantes en el caso de remolacha.
Por la bibliografía se conoce que los monosacáridos ramnosa y galactosa proceden
fundamentalmente de sustancias pécticas, y si se considera el porcentaje de dichas sustancias,
expresado en ácido galacturónico, que figura en las tablas 26, 27, 28 y 29, se observa que
la zanahoria es la muestra que presenta un valor más alto.
Con respecto a la relación galactosa/ramnosa, si se tienen en cuenta los datos de
cromatografía gaseosa (Tablas 20 y 21) la proporción de galactosa representa un 90,064%
dentro de la mezcla de galactosa/ramnosa y la ramnosa un 9,935% en la zanahoria; en la
remolacha, 80,909% y 19,091% yen nabo 82,114% y 17,886%.
La xilosa y la manosa son azúcares minoritarios, sobre todo en remolacha y en zanahoria,
estando en el nabo la proporción más equilibrada con respecto al resto de los monosacáridos.
No obstante, la manosa está en proporción inferior a la xilosa en zanahoria y nabo, y en la
remolacha ligeramente superior.
En lo que a los procesados se refiere, los porcentajes calculados son:
Cuadro n0 8. Distribución de monosacáridos en los polisacáridos no celulósicos
de las hortalizas procesadas (%).
ZANAHORIA REMOLACHA NABO
Xilosa 6,040 5,412 24,654
Gal/Ram 44,831 21,907 28,802
Arabinosa 44,190 65,593 33,871
Manosa 4,930 7,088 12,673
En zanahoria, los porcentajes de galactosa/ramnosa y de arabinosa son muy semejantes entre
sí y muy elevados respecto a xilosa y manosa. En remolacha destaca la superioridad de la
arabinosa, en menor proporción galactosa/ramnosa, y las diferencias de contribución de la
xilosa y manosa respecto a la arabinosa son bastante importantes. En nabo, la participación
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de arabinosa, galactosa/ramnosa y xilosa es bastante parecida, siendo la manosa la que más
se distancia, si bien las diferencias no son tan acusadas como en las muestras anteriores.
Según los datos obtenidos por cromatografía de gases (Tablas 20 y 21), el porcentaje que
galactosa y ramnosa representan dentro de la mezcla de estos dos azúcares es el siguiente:
zanahoria, 90,341% y 9,659%; remolacha, 83,665% y 16,335%, y nabo, 85,926% y
14,074%.
El valor que Englyst considera de fibra alimentaria es el que corresponde a la suma de
celulosa, hemicelulosas y sustancias pécticas que forman los polisacáridos no almidón (NSP)
y que se discutirá en el apanado correspondiente a fibra total.
c) Comparación de los resultados obtenidos de fibra alimentaria por cromatografía y
métodos 2ravimétricos
Puesto que el método neutro detergente no indica la determinación de sustancias pécticas,
para comparar los valores obtenidos con los correspondientes al método de HPLC se
considera en este caso la suma de polisacáridos celulósicos y polisacáridos no celulósicos. El
nivel de significación establecido para las diferencias encontradas es de a= 0,05.
Al comparar FND con la suma de polisacáridos, se observa que en el caso de los materiales
frescos, las diferencias son estadísticamente significativas. Sin embargo, en el caso de los
procesados hay diferencias estadisticamente significativas en la zanahoria, pero en la
remolacha y el nabo no se han encontrado diferencias entre los valores correspondientes a
cada una de ellas.
Las diferencias, en los casos en que se presentan, son lógicas dado que en el FND se incluye,
en principio, lignina. Se podría indicar una mayor proporción de lignina en los materiales
frescos que en los materiales procesados así como la presencia de determinados compuestos
retenidos por el residuo FND: sustancias pécticas (Redondo y col., 1990; Wolters y col.,
1992), almidón (Wolters y col, 1992) y proteína (Redondo y col., 1990). Además es
importante tener en cuenta que HPLC es un método directo que permite la cuantificación
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individual de componentes, mientras que FND es una gravimetría.
En los casos en que se presenta igualdad se podría comentar la existencia de una menor
proporción de lignina en el FND y una menor presencia de otros componentes que
contaminan el FND.
Al realizar la comparación entre los valores de hemicelulosas obtenidos como diferencia entre
FND y FAD y los obtenidos por HPLC se observa que, en los materiales frescos no hay
diferencia estadísticamente significativa para zanahoria y remolacha, siendo diferentes los
valores de ambas metodologías para el nabo. En los procesados la comparación da los mismos
resultados.
Con repecto a la comparación de los resultados obtenidos por HPLC y por el método
enzimático para FI se observa que, a pesar de la controversia existente entre los dos métodos
en cuanto a las sustancias cuantificadas por cada uno de ellos, los resultados obtenidos no dan
diferencias estadísticamente significativas para los materiales de zanahoria fresca y de las tres
hortalizas procesadas. En remolacha y nabo fresco no hay evidencia de que los resultados
obtenidos por ambas metodologías sean iguales. Las diferencias podrían justifícarse en
función de la presencia de determinados compuestos en el residuo FI.
Ahora bien, no sólo cabe hablar en términos de dificultades para eliminar determinados
compuestos interferentes, también se puede pensar, aunque esto no parece que sea probable,
en una cierta actividad hemicelulásica de las enzimas empleadas en el método de Asp
(Theander, 1990), y de una cierta solubilización de compuestos como la lignina por parte de
la solución detergente neutra. Estos fenómenos, sobre todo el último, de magnitud
desconocida en las muestras estudiadas, puede tener alguna importancia a la hora de hacer
la comparacion.
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2.1.1.4. Método espectrofotométrico para sustancias pécticas: 3,5-dimetilfenol
Como ya se indicó en la parte experimental, se ha realizado una modificación del método
propuesto por Scott en 1979.
En una solución ácida fuerte los carbohidratos sufren reacciones de condensación con gran
número de sustancias dando productos coloreados que se pueden medir
espectrofotométricamente. El 3,5-dimetilfenol es un reactivo altamente selectivo para el
compuesto que se forma al tratar el ácido urónico con ácido sulfúrico: 5-formil-2-
furancarboxialdehído (5FF), en presencia de los productos de reacción de hexosas y pentosas.
Este fenol presenta además de elevada selectividad una buena sensibilidad.
Los valores de ácido galacturónico (g/l0O g materia húmeda) obtenidos para las hortalizas
frescas figuran en las tablas 26 y 28, y los obtenidos para las procesadas figuran en las tablas
27 y 29.
El análisis de las hortalizas frescas ofrece unos valores medios muy próximos entre sí.. La
zanahoria presenta los más altos 0 545+0,017, seguida de remolacha, 0 400+0 049, y nabo,
0,339+0 012. En el caso de las hortalizas procesadas las cifras medias obtenidas han sido:
zanahoria, 0 470+0 042; remolacha, 0,3 12+0 022 y nabo: 0 253 ±0018.
Si se comparan estadisticamente estos resultados con los obtenidos para FS se observa que
en zanahoria y nabo frescos ambos valores son iguales mientras que, en remolacha fresca y
en los tres procesados difieren significativamente.
En los casos en que hay diferencias siempre la fibra soluble (FS) es superior al valor de
sustancias pécticas determinado espectrofotométricamente (SP). El resultado de SP representa
un porcentaje variable del valor de FS que figura en el siguiente cuadro:
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Cuadro n0 9. Porcentaje de SP en SF en las hortalizas frescas y procesadas.
FRESCO PROCESADO
Zanahoria
Remolacha
Nabo
70,413
42,614
58,651
36,637
25,041
29,225
La superioridad de ES sobre SP se debe a la presencia de otros compuestos distintos de las
sustancias pécticas, como proteinas, que precipitan con etanol y se valoran como fibra
soluble.
2.1.1.5. Estudio de los valores de fibra total
Los resultados obtenidos para la discusión de este apartado, expresados en g/l00 g de materia
húmeda, para las muestras frescas y procesadas, se recogen en las tablas 30, 31, 32 y 33.
a) Estudio de los valores de FND + SP
Los métodos detergentes no suponen la determinación de fibra total y para suplir este
inconveniente se han sumado los valores de FND y los de sustancias pécticas (SP).
En las hortalizas frescas los resultados son muy próximos entre sí, correspondiendo a la
remolacha los valores más elevados: 2,657+0 264, seguida de zanahoria: 2,465+0 128 y,
por último nabo: 2,008+0 156. En las hortalizas procesadas, nuevamente la remolacha
presenta los resultados más altos’ 2 284+0,274, a contintíación el nabo’ 1 947+0,2 19 y, por
último la zanahoria: 2 110+0 023.
El porcentaje de sustancias pécticas dentro del valor total de fibra considerado como
FND+SP representa en los materiales frescos el 20,305% en zanahoria, 15,368% en nabo
y 14,388% en remolacha. En el caso de los procesados los porcentajes son: 20,184% para
zanahoria, 16,305% para remolacha y 15,309% para nabo.
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De las proporciones anteriormente comentadas se observa que la mayor contribución de
sustancias pécticas al valor de fibra total corresponde a la muestra cuyo valor de SP es más
elevado y el menor a la muestra cuyo valor de SP es el más bajo para el caso de los
materiales frescos. En el caso de los procesados ocurre lo mismo.
b) Estudio de los valores de FT
Los valores de FT se obtienen mediante la suma de FI y FS. Por lo dicho hasta el momento
se puede deducir que el valor más elevado de FT lo presenta remolacha (fresco =
3,354+0 198, procesado = 3 345 ±0,476), a continuación zanahoria (fresco =
2,027+0 176, procesado = 2,626±0102) y nabo (fresco = 2 023+0,182, procesado =
2,273±0,177).
c) Comparación de los valores de FI con FND±SP
Cuando se comparan los valores de FT con FND+SP para un nivel de significación de a
0,05 se observa que las diferencias entre dichas metodologías están en función de la muestra
que se analice. En la zanahoria, los valores de FND+SP obtenidos en las muestras frescas
son significativamente superiores a los FI, mientras que en las procesadas las diferencias no
son significativas; en la remolacha, ocurre lo contrario, ya que los valores de FND+SP son
significativamente inferiores a los de FT, tanto en las muestras frescas como procesadas.
Finalmente, en el nabo se obtiene igualdad de medias entre los valores calculados por ambos
métodos, tanto en el material fresco como procesado.
d) Comparación de los valores de FT con FAD
De la valoración de los resultados obtenidos por ambos métodos se observa, como es lógico,
que hay diferencias estadísticamente significativas (a= 0,05) en todos los casos, excepto en
la zanahoria fresca.
e) Comparación de los valores de FI con FND
Algunos autores comparan los valores de FT con los valores de FND para evaluar el
comportamiento de estas dos metodologías. En el estudio presente la comparación señala
diferencias significativas (a= 0,05) en todas las muestras excepto en la zanahoria fresca en
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la que se ha encontrado igualdad de medias.
Visser y Gurnsay (1986) analizan numerosas hortalizas y frutas por el método de la AOAC
(TDF) y por el método neutro detergente obteniendo resultados poco concluyentes. Así, en
algunas muestras (melocotón, nectarina, albaricoque y cereza) los valores de TDF son
superiores a FND, mientras que en otras (manzanas de diferentes variedades, tamarindo,
feijoa, kiwi, guisante, judía verde, maíz y cebolla) se observa lo contrario.
Redondo y col. (1987) estudian el contenido de fibra alimentaria en berenjena y calabacín por
el método de Asp y por el método neutro detergente. En ambas muestras el valor de FT es
superior al valor de FND.
O Comparación de los valores de FT y NSP
Para hacer esta comparación, se suman a los valores de los polisacáridos celulósicos y no
celulósicos, obtenidos por HPLC, y los de sustancias pécticas para obtener NSP. Los valores
de FT son siempre superiores a los de NSP. Se observan diferencias estadísticamente
significativas (a= 0,05) para todos los casos, excepto en remolacha procesada.
Las diferencias, aparte de todos los comentarios anteriores, se pueden atribuir a la gran
variación que existe en el valor de sustancias pécticas determinadas por el método de Asp
(ES) y por el método espectrofotométríco (SP).
La comparación de los valores de fibra total, obtenidos por distintos métodos, se representa
en el gráfico 19 para las hortalizas frescas y en el 20 para las procesadas.
Finalmente, al comparar los estadísticos RSD (Tablas 32 y 33), expresados en coeficientes
de variación (CV), obtenidos en la determinación de fibra alimentaria total por los diferentes
procedimientos anteriormente mencionados en las distintas hortalizas, se comprueba que en
los materiales frescos la metodología que ha supuesto mayor variabilidad ha sido la
cromatografía líquida de alta eficacia: zanahoria, CV= 21,00%; remolacha, CV= 25,60%;
nabo, CV= 17,10%, frente a los otros dos procedimientos en donde los valores oscilan en
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un intervalo de coeficientes de variación comprendido entre 9,00 y 17,20%. Sin embargo en
los procesados la menor dispersión procede del mismo método de análisis: zanahoria, CV =
3,90%; remolacha, CV= 1,78%; nabo, CV 1,40%, frente a las otras determinaciones en
las que los intervalos de variabilidad alcanzan valores del 24.60%.
2.1.2.. Estudio de los resultados obtenidos para azúcares solubles
2.1 ..2. 1.. Método cromatográfico (HPLC)
El método de HPLC, a diferencia del método colorimétrico que se verá a continuación,
permite la separación de los azúcares solubles presentes en las muestras. Las hortalizas
estudiadas se caracterizan por presentar en todos los casos fructosa, glucosa y sacarosa.
Las condiciones cromatográficas utilizadas permiten obtener un perfil cromatográfico para
cada una de las muestras estudiadas que figura en los cromatogramas n020 al 25.
En las tablas 34 y 35 figuran los valores obtenidos para
húmeda) así como el valor total en las hortalizas frescas y
las tablas 36 y 37 se representan los estadísticos de dichos
estos azúcares (gI 100 g materia
procesadas, respectivamente. En
valores.
Los valores totales obtenidos mediante la suma de azúcares, son diferentes en cada hortaliza.
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Cromatogramas obtenidos para azúcares solubles de zanahoria por HPLC
3
Cromatograma n~~20. Zanahoria fresca
3
Cromatograrna n”21. Zanahoria procesada
Cromatogramas obtenidos para azucares solubles de remolacha por HPLC
3
2
Cromatograma n<’22. Remolacha fresca
1
3
2
1
Cromatograma n”23. Remolacha procesada
Cromatogramas obtenidos para azúcares solubles de nabo por HPLC
1
2
Cromatograma n<’24. Nabo fresco
2
3
1
3
Cromatograma n”25. Nabo procesado
En los materiales frescos el valor más elevado lo presenta la remolacha: 7,295±1,016,a
continuación la zanahoria: 2,972+0 346 y, por último el nabo: 2 720+0 280. En los
procesados las diferencias entre las muestras son menores, pero cuantitativamente se sigue
el mismo orden, remolacha:4,688±0,106,zanahoria: 3,362±0,103y nabo: 1,777+0 243.
El estudio de las cantidades de cada uno de los monosacáridos presentes en el valor total de
azúcares manifiesta una distribución característica para cada hortaliza, En las hortalizas
frescas los porcentajes de contribución figuran en el siguiente cuadro:
Cuadro n0 10. Distribución de azúcares solubles en las hortalizas frescas (%).
FRUCTOSA GLUCOSA SACAROSA
Zanahoria
Remolacha
Nabo
18,200
l,..867
39,771
24,680
6,597
52,484
57,120
91,537
7,516
Los monosacáridos fructosa y glucosa se encuentran en proporción más próxima en las tres
hortalizas respecto a la cantidad de sacarosa que siempre está distanciada. En zanahoria, la
sacarosa es el azúcar predominante, seguido de glucosa y fructosa. En la remolacha la
fracción de monosacáridos solubles está practicamente representada por sacarosa, mientras
que la glucosa y la fructosa se encuentran escasamente representadas. Finalmente el nabo
ofrece un contenido mayoritario de glucosa y fructosa, frente a la contribución minoritaria
de la sacarosa.
Es de destacar el hecho de que remolacha y nabo representan situaciones exactamente
contrapuestas. Para remolacha la sacarosa se encuentra en un 9 1,536% mientras que la suma
de fructosa y glucosa representa un 8,464%. Para el nabo la sacarosa representa un 7,5 16%
y la suma de fructosa y glucosa un 92,255%.
La zanahoria tiene una situación intermedia entre ambos al encontrarse más equilibrada en
la distribución mencionada de los azúcares (sacarosa, 57,120% y la suma de glucosa y
fructosa, 42,880%).
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Con respecto a la relación (r) entre glucosa y fructosa, expresada como cociente entre
glucosa/fructosa, cabe señalar que la primera ofrece valores superiores a la segunda y por
tanto (r) será superior a 1. En cada hortaliza se obtiene una relación distinta, elevada en la
remolacha (r = 3,54) y muy parecida en la zanahoria y el nabo (r = 1,35 y r = 1,32).
En las honalizas procesadas la distribución de los diferentes azúcares en el contenido total,
expresado en tanto por ciento, figura en el siguiente cuadro:
Cuadro n0 11. Distribución de azúcares solubles en las hortalizas procesadas (%).
FRUCTOSA GLUCOSA SACAROSA
Zanahoria
Remolacha
Nabo
17,936
1,813
39,111
23,260
5,695
55,768
58,834
92,492
5,121
En este caso, los porcentajes de contribución obtenidos reflejan una situación semejante a la
de los materiales frescos. La sacarosa alcanza una representatividad máxima en la remolacha
y muy escasa en nabo, mientras que fructosa y glucosa contribuyen con proporciones más
elevadas en el nabo e inferiores en la remolacha. Por último, en la zanahoria la distribución
de los azúcares es más equitativa.
La comparación de los valores de azúcares solubles obtenidos por HPLC en las tres hortalizas
frescas se representan en el gráfico 21 y en las tres hortalizas procesadas en el 22.
2.1.2.2. Método espectrofotométrico: ferricianuro potásico
Este método (Gaines, 1973) permite obtener un único valor, que corresponde a la suma de
los azúcares libres. Los valores obtenidos (gIl 00 g materia húmeda) para zanahoria,
remolacha y nabo se reflejan en las tablas 38 y 39, para producto fresco y procesado
respectivamente, y los estadísticos generales en las tablas 40 y 41..
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En los materiales frescos, la cuantificación de azúcares por este método da como resultado
un contenido máximo en remolacha 7,143+1 091 a continuación zanahoria 4,884+0 260 y,
por último, nabo 2,648±0,391.En los procesados se sigue el mismo orden: remolacha
4,718+0 265; zanahoria 3,430±0,298y nabo 1,746+0 305.
2.1.2.3. Comparación de los resultados obtenidos para azúcares solubles por el método
de HPLC y por el método del f’erricianuro potásico
Cuando se comparan estos valores se observa que no hay evidencia para rechazar la hipótesis
de igualdad de medias de los resultados obtenidos por los dos métodos en todas las muestras
tanto frescas como procesadas. Es decir, la determinación de azúcares solubles totales por
cualquiera de estos métodos ofrece resultados semejantes para un nivel de significación de
a 0,05.
Las desviaciones estándar relativas, expresadas en tanto por ciento (CV), obtenidas para las
medias de los tres lotes de cada hortaliza, según los dos métodos empleados (HPLC y m.
ferricianuro potásico) son en los materiales frescos, zanahoria: 12,00% y 9,20%, en
remolacha: 24,10% y 26,50%, y en nabo: 17,80% y 25,60%. En los materiales procesados,
zanahoria: 5,30% y 15,00%, remolacha: 3,90% y 9,70%, y nabo: 23,60% y 30,30%. Como
puede observarse la variación es menor, en general, en el caso del método cromatográfico.
Los resultados de los azúcares solubles en las tres hortalizas frescas y procesadas se
representan en los gráficos 23 y 24.
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2.2. COMPARACION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS EN LAS
HORTALIZAS FRESCAS Y EN LAS PROCESADAS
El estudio estadístico de los resultados obtenidos en las hortalizas frescas y en las procesadas
se lleva a cabo aplicando el análisis de la varianza (ANOVA), estableciendo un nivel de
significación de a= 0,05. Los valores de p-value encontrados figuran en el anexo II, de los
resultados.
2.2.1. Expresión de los resultados
La comparación de los resultados obtenidos para fresco y procesado se puede hacer
considerando dichos resultados expresados en g/l00 g de materia seca o en g/100 g de
materia húmeda.
En cualquiera de los dos casos se ha de tener en cuenta que fresco y procesado son dos
materiales diferentes aunque procedan de la misma muestra. En el procesado, aparte de las
modificaciones ya señaladas en el capítulo correspondiente, se observa que tiene lugar una
solubilización de ciertos componentes y variaciones cuantitativas de la humedad respecto al
material fresco.
A continuación se pueden observar las pérdidas de algunos componentes en las hortalizas
procesadas respecto a las frescas, considerando la media de los tres lotes:
Cuadro n0 12. Porcentaje de pérdidas de distintos componentes
en las muestras procesadas
Cenizas Proteínas Azúc. Solubles S. Pécticas
Zanahoria
Remolacha
Nabo
24%
13%
42%
43%
30%
11%
32%
36%
35%
14%
22%
25%
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Una misma cantidad de cualquier componente que no ha sufrido pérdidas por solubilización
aumenta, proporcionalmente a la pérdida total de sólidos, en la muestra procesada y se
origina un incremento de su concentración respecto a la muestra fresca. Si la concentración
de los componentes se modifica no se pueden evaluar las variaciones de una forma correcta
si no se consideran las pérdidas de sólidos que sufre la muestra procesada.
Es necesario, por lo tanto, aplicar un factor a los resultados obtenidos en los procesados que
corrija el incremento aparente de algunos compuestos debido a la pérdida de sólidos en el
agua de cocción.
2.2.1.1. Cálculo del factor de corrección
Para realizar la corrección se multiplican los datos obtenidos en el procesado (expresados en
g/100 g de materia seca) por un factor correspondiente a la pérdida de sólidos solubles y que
se calcula como se indica a continuación..
Se parte de cantidades iguales de muestra para el fresco y para el procesado. Sin embargo,
después del tratamiento se observa que hay una modificación en el peso así como en la
humedad del procesado con respecto al fresco. Utilizando los pesos del material fresco (PT1Ú
y del material procesado (PT~), así como las humedades de cada uno de ellos (H1 y H1..), se
puede conocer la cantidad de materia seca que les corresponde, respectivamente.
Se observa que la cantidad de sustancia seca presente en el peso total de la muestra procesada
es siempre inferior a la cantidad existente en el fresco, referidos ambos al mismo peso inicial.
Esto indica la solubilización de algunos componentes en el agua de cocción durante el
tratamiento.
Conociendo la materia seca del fresco y del procesado se puede calcular la relación que existe
entre ellos y el factor por el que hay que multiplicar los resultados obtenidos en el procesado
para que sean comparables con los del fresco. El factor de corrección (F) se calcula
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atendiendo a la siguiente fórmula:
PT~. (100 - H~)
PTF . (100 - H~)
donde:
PT~ = Peso total del procesado
PTF = Peso total del fresco
= Humedad del procesado (g/100 g)
HF = Humedad del fresco (g/l00 g)
Para comprobar experimentalmente los valores de los factores de corrección así calculados
se determina el residuo sólido presente en los líquidos de cocción. Esta determinación permite
obtener el peso de los sólidos solubles cedidos por la muestra procesada durante la cocción.
Si este peso se suma al total del procesado y se refieren los cálculos a este nuevo valor, los
resultados obtenidos son iguales a los que se alcanzan después de utilizar el factor de
corrección. En el cuadro número 13 se muestran algunos ejemplos de datos del procesado en
relación al fresco sin corregir y una vez multiplicados por el factor de corrección. Los valores
de los factores de corrección aplicados oscilan en un intervalo de 0,57 a 0,73 para zanahoria,
0,53 a 0,96 para remolacha y 0,62 a 0,68 para nabo.
Finalmente, para expresar los resultados sobre materia húmeda se considera la humedad
deteminada en el producto antes de ser sometido al tramiento térmico. Así se evitan las
diferencias debidas a la mayor o menor presencia de agua en las muestras. La expresión de
los resultados derivada de los cálculos mencionados permite establecer una compañaración
real entre los componentes del producto fresco y los del correspondiente procesado.
A continuación se muestran algunos ejemplos de datos del procesado en relación al fresco sin
corregir y una vez multiplicados por el factor de corrección:
363
Cuadro n0 13. Porcentaje de FND, FI’ y NSP expresado en materia seca en lashortalizas frescas y en las procesadas antes y después de aplicar el factor de corrección.
Fresco Procesado
No Corregido Corregido
FND g/100 g ni. seca
18,328 20,742 14,036Zanahoria
Remolacha 16,076 19,531 14,024
Nabo 20,060 25,616 20,062
FI’ gibO g ni. seca
19,132 32,743 21,984Zanahoria
Remolacha 24,784 34,433 25,050
Nabo 23,845 37,668 26,632
NSP gIlOO g m. seca
10,587 18,063 12,145Zanahoria
Remolacha 12,159 18,147 12,739
Nabo 15,493 22,186 15,848
FND Fibra Neutro Deter~eute; FT = Fibra Total (método de AsÑ;
NSP = Polisacáridos No Almidón (método de Englyst)
2.2.2. Comparación de los valores de humedad obtenidos en fresco y en procesado
Los valores correspondientes a la humedad, expresados en g/ 100 g, se encuentran en la tabla
1. El análisis de varianza demuestra que no existen diferencias entre las muestras frescas y
procesadas, para el nivel de significación establecido (a= 0,05), en remolacha (fresca=
86710+1 074, procesada= 90327+1196) y nabo (fresco= 90,487+1 240 procesado=
93 320+0 174). En el caso de la zanahoria (fresca= 89,421 ±0,760, procesada=
91 969+0 233), las diferencias si son significativas.
El ligero incremento que se observa en las muestras procesadas se debe, lógicamente, al
tratamiento térmico en el seno de agua.
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2.2.3. Comparación de los valores de fibra alimentaria en las muestras frescas y en las
orocesadas obtenidos por diferentes métodos
Para estudiar las diferencias fresco-procesado los datos se agrupan una vez más en función
de los métodos analíticos:
- Métodos detergentes
- Método enzimático-gravimétrico de Asp
- Método cromatográfico (HPLC)
- Método espectrofotométrico para la determinación de sustancias pécticas:
3,5-dimetilfenol.
La división por metodologías se ha preferido a la clasificación por los componentes que se
determinan en cada caso porque los resultados difieren en función del fundamento de los
distintos métodos analíticos.
Para estudiar la influencia del tratamiento, y poder establecer la variabilidad de
comportamiento de las diferentes muestras, se utiliza el parámetro ‘Retención”. La retención
(R), expresada en tanto por ciento, refleja la pérdida o ganancia de cada componente del
material procesado respecto al fresco, al que se le atribuye el valor 100%, de tal forma que
un porcentaje inferior a 100 indica pérdidas y un valor superior a dicha cifra incrementos
después del tratamiento térmico.
Este parámetro se calcula a través de la siguiente fórmula:
% Procesado
loo
% Fresco
g/l00 g m. húmeda
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2.2.3.1. Métodos detergentes
Los resultados se pueden comparar teniendo en cuenta los residuos FAD y FND obtenidos
al aplicar las correspondientes metodologías o bien después de eliminar la proteína residual,
FAD-proteina y FND-proteína. Por afinidad con el apartado anterior de la discusión se
comparan los valores correspondientes a los residuos con la proteína que queda en ellos,
según indican los métodos. Los resultados se expresan en g/l00 g de materia húmeda (Tablas
42, 43 y 44).
a) Comparación de los resultados para FAD
En general, los valores obtenidos para FAD en las hortalizas procesadas son inferiores a los
que se obtienen en las frescas, excepto en el lote 1 de zanahoria y en el lote 2 de nabo, donde
se produce un ligero incremento (Gráficos 29,30 y 31).
Se comprueba la homogeneidad con que los tratamientos térmicos (1, II y III) inciden en cada
uno de los lotes de remolacha y nabo al calcularse coeficientes de variación inferiores al 10%,
si bien, en la zanahoria, la variabilidad de los resultados es superior a las hortalizas
anteriores:
Cuadro u0 14. Coeficientes de variación (%) obtenidos a partir de los resultados
de los tratamientos 1, II y III aplicados a cada lote.
ZANAHORIA (CV) REMOLACHA (CV) NABO (CV)
Fresca Procesada Fresca Procesada Fresca Procesada
Lote 1
Lote 2
Lote 3
1,867
8,420
13,534
19,289
10,816
13,106
6,298
13,709
5,866
4,826
7,359
1,095
5,856
7,142
6,879
2,378
4,675
3,440
testadfstieo obtenido a partir de los resultados de los tratamientos 1,11 y III de cada lote
Las pérdidas debidas al procesado en la fracción FAD de las distintas hortalizas (Tabla 75),
considerando el valor medio total, quedan reflejadas en las siguientes retenciones: nabo,
94 293+9 488, zanahoria, 92,259+8 276, y remolacha, 79,662±7,351.En la remolacha la
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retención es sensiblemente inferior a la calculada para nabo y zanahoria, lo que indica que
el tratamiento térmico ha sido más agresivo en este caso. Para el nivel de significación
establecido (a = 0,05), las diferencias encontradas no son estadísticamente. significativas.
Una retención inferior a 100% se puede justificar en base a la solubilización, durante el
procesado, de ciertos componentes que pudieran encontrarse asociados al FAD, como
sustancias pécticas, proteínas y hemicelulosas. Esto permitiría hablar con mayor propiedad
de un residuo FAD más estrictamente formado por celulosa y lignina en el caso de los
materiales procesados. Se puede indicar que la remolacha, que es la hortaliza que sufre
mayores pérdidas, es la que presenta un contenido superior de hemicelulosas.
El tratamiento puede afectar a la celulosa de manera que se altere la distribución y proporción
de las regiones amorfas de la molécula y que éstas sean solubilizadas por el ataque detergente
ácido.
Se comprueba que la variabilidad de comportamiento que experimenta la fracción FAD por
la cocción es muy similar en todos los materiales, como se deduce de los coeficientes de
variación calculados para las retenciones: zanahoria, CV=15,538%, remolacha,
CV=15,983%, y nabo, CV=17,430% (Tabla 75).
Al estudiar, en los trabajos publicados por diferentes autores, cómo se modifica el valor de
FAD por la cocción a presión, se observa que, por un lado, son muy escasos y, por otro, no
se detalla la forma en que se realizan los cálculos lo que hace aún más difícil la comparación
y el estudio de los resultados. Este último hecho se repite a lo largo de todas las metodologías
que van a ser comparadas. Los resultados obtenidos están de acuerdo con los de diferentes
autores para estas mismas hortalizas (Herranz y col., 1981; Herranz y col., 1983).
b) Comparación de los resultados obtenidos para FND
Los valores obtenidos en las hortalizas procesadas son más bajos que los de las frescas,
excepto en el lote 1 de la remolacha y en los lotes 1 y 2 del nabo (Gráficos 29,30 y 31).
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De igual forma que en el caso de FAD, destaca la homogeneidad con que los diferentes lotes
de cada hortaliza responden a la aplicación de los distintos tratamientos térmicos en función
de los bajos coeficientes de variación, inferiores al 10%, salvo en el lote 1 de remolacha y
de zanahoria en los que se aprecia una mayor dispersión:
Cuadro n0 15. Coeficientes de variación (%) obtenidos a partir de los resultados
de los tratamientos 1, II y III aplicados a cada lote.
ZANAHORIA (CV) REMOLACHA (CV) NABO (CV)
Fresca Procesada Fresca Procesada Fresca Procesada
Lote 1
Lote 2
Lote 3
11,293
1,275
10,245
12,256
3,070
4,431
2,359
3,504
1,233
17,597
1,265
4,507
1,714
4,694
3,805
4,684
7,749
4,293
1estadístico obtenido a partir de los resultados de los trnta¡nientos 1,11 y Hl (le cada lote
Según las retenciones calculadas (Tabla 75), se observan pérdidas de esta fracción en
remolacha (86 769+15,561), y más acusadas en zanahoria (76 380+3,447), mientras que el
nabo (101,332+13 876) experimenta un ligero incremento. Unicamente en el caso de la
zanahoria el descenso es significativo (a= 0,05).
De nuevo se pueden justificar las retenciones inferiores al 100% en función de la
solubilización de sustancias pécticas y de otros posibles compuestos asociados a la fracción
FND. Las muestras de zanahoria tienen contenido más alto de sustancias pécticas, el mayor
porcentaje de proteínas en FND se observa en remolacha y, por el contrario, las muestras de
nabo presentan los valores más bajos de sustancias pécticas y de proteínas residuales en FND.
La solubilización o pérdida de estos compuestos podría estar favorecida por el tratamiento
térmico aplicado, lo que explicaría, en parte, los descensos de FND más acusados en
zanahoria y remolacha que en las muestras de nabo.
Asimismo, los posibles cambios experimentados por los polisacáridos celulósicos y los no
celulósicos a lo largo del procesado podrían contribuir también a las variaciones observadas.
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La influencia del tratamiento sobre las distintas hortalizas, en función de la variación de las
retenciones, es más dispersa en remolacha (CV=31,064%) y nabo (CV= 23,718%) que en
zanahoria (CV=7,816%).
c) Estudio de las cenizas residuales en FAD y en FND
El contenido de cenizas, junto con el de proteínas, en los residuos FAD y FND, expresados
en gIlOO g de materia húmeda, para cada hortaliza fresca y procesada figura en la tabla 45.a.
En los residuos FAD no se detectan cenizas en ninguna de las muestras analizadas ni en las
frescas ni en las procesadas.
En cuanto a las cenizas de los residuos FND en remolacha y en nabo existen diferencias
significativas (cx= 0,05) entre fresco y procesado. El valor de cenizas que se obtiene es
inferior después del tratamiento. En el caso de la zanahoria no hay cenizas residuales ni en
el fresco ni en el procesado.
En estos residuos la presencia de cantidades diferentes de cenizas en procesado y eíi fresco
se puede interpretar en base a dos fenómenos:
- posible solubilización de elementos minerales durante el proceso de cocción;
- posible alteración de la estructura de los polisacáridos responsables de la retención
de elementos minerales.
d) Estudio de las proteínas residuales en FAD y en FND
Los resultados correspondientes a las proteínas de los residuos detergentes FAD y FND
figuran en tabla 45a.
En el residuo FAD todos los valores de proteínas son más elevados en el fresco que en el
procesado, excepto en el lote 1 de zanahoria y en el lote 1 de nabo. El análisis de varianza
(a 0,05) indica que estas diferencias no son significativas.
En el caso del FND, en la zanahoria las proteínas del fresco son más elevadas que las del
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procesado. En el nabo prácticamente no hay diferencias, excepto en el lote 1 en el que los
valores son más elevados en el procesado que en el fresco. Los residuos FND de la
remolacha fresca retienen más proteínas que los del procesado, excepto en el lote 1. Según
se indicaba anteriormente, las diferencias son significativas (a= 0,05) solo en el caso de la
zanahoria.
Como ya se ha comentado en el apartado correspondiente a la comparación de métodos
analíticos, la proteína es un componente cuya presencia no cabe ser esperada en los residuos.
Valores más elevados en el fresco que en el procesado indican la solubilización durante el
tratamiento de cocción, hecho que se comprueba además al estudiar el contenido de proteínas
en las hortalizas frescas y en las procesadas.
2.2.3.2. Método enzim~itico-gravimétrico de Asp
Los valores de fibra insoluble (FI), fibra soluble (FS) y fibra total (FT) para el fresco y el
procesado, expresados en g/I00 g de materia húmeda, de cada una de las hortalizas estudiadas
se encuentran en las tablas 46, 47 y 48, y las retenciones en la 75.
Los valores de FI en el material fresco son superiores a los del procesado en el lote 2 de la
zanahoria, en el 2 y 3 de la remolacha, y en el 1 y 3 del nabo. En el caso de los lotes 1 y
3 de la zanahoria, del lote 1 de la remolacha y del lote 2 del nabo se producen incrementos
tras el procesado (Gráficos 32,33 y 34).
Se aprecia que la influencia de los tratamientos térmicos (1,11 y nl) sobre FI aplicados a cada
lote de las hortalizas estudiadas producen efectos similares, salvo en el lote 3 de la remolacha
en el que se observa una mayor heterogeneidad de comportamiento:
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Cuadro n0 16. Coeficientes de variación (%) obtenidos a partir de los resultados
de los tratamientos 1, 11 y III aplicados a cada lote.
ZANAHORIA (CV) REMOLACHA (CV) NABO (CV)
Fresca Procesada Fresca Procesada Fresca Procesada
Lote 1
Lote 2
Lote 3
10,217
11,751
10,544
8,689
8,025
6,960
4,714
2,048
4,265
5,446
4,944
14,478
0,422
10,149
2,786
5,203
7,899
3,124
1estadfstico obtenido a partir de los resultados de los tratamientos LII y III de cada lote
La incidencia del tratamiento sobre la fibra insoluble (FI) es más acusada en remolacha, con
un valor de retención de 86,790+17 108. En zanahoria y en nabo el procesado no origina
modificaciones importantes, como se observa por las siguientes retenciones: zanahoria,
95 5 17+7 949, y nabo, 97,293+6 277 El análisis de varianza (a= 0,05) indica que las
diferencias no son significativas en ningún caso.
De los coeficientes de variación de las retenciones se deduce que la influencia de la cocción
es más homogénea en nabo (CV=1l,176%) y zanahoria (CV=14,414%) que en remolacha
(CV=34,143%).
En cuanto a la fibra soluble (PS) se observa que en todos los casos, en los tres lotes de las
tres hortalizas, el contenido del material procesado siempre es superior al del fresco (Gráficos
32, 33 y 34).
El comportamiento de los tratamientos térmicos sobre dicha fracción en los tres lotes de cada
muestra es bastante homogéneo como se deduce de los coeficientes de variación calculados
para los datos de fresco y procesado:
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Cuadro n0 17. Coeficientes de variación (%) obtenidos a partir de los resultadosde los tratamientos 1, II y III aplicados a cada lote.
ZANAHORIA (CV) REMOLACHA (CV) NABO (CV)
Fresca Procesada Fresca Procesada Fresca Procesada
Lote 1
Lote 2
Lote 3
7,682
19,072
6,733
7,794
9,049
12,106
6,841
11,147
4,030
8,508
7,646
1,236
6,852
7,133
5,257
13,699
9,573
7,487
1estadístieo obtenido a partir de los resultados de los tratamientos 1,11 y 111 de cada lote
Las retenciones calculadas son superiores al 100%, así: zanahoria, 162 027+28,972, nabo,
151 723+15,237, y remolacha, 129,307+17 724, lo que indica, en líneas generales, la
presencia de otros componentes aparte de los polisacáridos pécticos en el residuo.
Estadísticamente las diferencias encontradas no son significativas, para el nivel de
significación fijado (a= 0,05), en zanahoria y remolacha pero sien el nabo.
La fracción soluble de la fibra se comporta de forma distinta en cada hortaliza. Se observan
variaciones mayores de las retenciones en zanahoria (CV =30,972%) que en remolacha (CV =
23,742%) y nabo (CV=17,395%).
Durante el proceso de cocción ciertos componentes de la fibra insoluble pueden solubilizarse
y pasar a formar parte de la soluble. Si se estudia el porcentaje de FI y de PS en el valor
total de FI (Tabla 49) se observa claramente que hay una redistribución de componentes
entre FI y PS en todas las muestras. Así en el fresco la proporción de FI es superior a la de
FS y en el procesado sucede lo contrario.
a) Estudio de las cenizas residuales en FI y en PS
El tratamiento térmico en el seno de agua da lugar a que las cenizas residuales en FI sean
inferiores (Tabla 45b). Las diferencias entre fresco y procesado son significativas (cx= 0,05)
en zanahoria y remolacha, pero no en el nabo. El descenso de las cenizas en los residuos de
los materiales procesados se puede justificar de la misma forma que en el caso de los métodos
detergentes: solubilizaciones durante el proceso de cocción y posible alteración de la
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estructura de los polisacáridos.
Al estudiar los residuos FS, se aprecia que el contenido de cenizas experimenta aumentos en
zanahoria y nabo procesados, y se producen descensos en remolacha, sin que en ningún caso
las diferencias sean significativas (cx= 0,05).
b) Estudio de las uroteinas residuales en FI
Las proteínas residuales en FI (Tabla 45b) son menores en zanahoria y nabo procesados,
mientras que en la remolacha son ligeramente superiores al fresco. Se observa que existen
diferencias estadisticamente significativas (a= 0,05) en el contenido de proteínas del residuo
FI en zanahoria y remolacha, sin embargo no las hay en el nabo.
Al comienzo del apartado 2.2 de la Discusión de Resultados, al indicar las pérdidas
experimentadas por las distintas hortalizas tras el proceso de cocción, se podía comprobar
claramente cómo, precisamente, el nabo es la muestra que sufre menores pérdidas en la
fracción proteica (11%) a diferencia de la zanahoria (43%) y de la remolacha (30%).
2.2.3.3. Método cromatográfico (HPLC)
Se estudia el efecto del tratamiento de cocción a presión sobre los monosacáridos procedentes
de la hidrólisis de la fibra alimentaria y los polisacáridos celulósicos y no celulósicos que
constituyen.
Los resultados referentes a cada uno de los monosacáridos, expresados en g/ 100 g de materia
húmeda, figuran en las tablas 50, 51 y 52, para zanahoria, remolacha y nabo respectivamente.
En la tabla 53 se refleja el contenido total de monosacáridos para las tres hortalizas.
Al estudiar la suma total de monosacáridos en cada hortaliza se observan, según el lote
ligeros descensos o incrementos después del procesado sin que en ningún caso las diferencias
encontradas sean significativas (a= 0,05).
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Los coeficientes de variación calculados para los resultados de monosacáridos totales señalan
la homogeneidad de los tratamientos en cada uno de los lotes de remolacha y nabo, siendo
mayor la variabilidad de los resultados en la zanahoria:
Cuadro n0 18. Coeficientes de variación (%) obtenidos a partir de los resultadosde los tratamientos 1, II y III aplicados a cada lote.
ZANAHORIA (CV) REMOLACHA (CV) NABO (CV)
Fresca Procesada Fresca Procesada Fresca Procesada
Lote 1
Lote 2
Lote 3
4,241
2,222
8,965
6,874
17,705
13,331
6,756
8,889
1,271
10,110
0,357
5,216
5,136
1,745
3,590
2,247
3,769
4,119
tmestadístico obtenido a partir de los resultados de los tratamientos 1,11 y III de cada lote
Si se considera el porcentaje que cada monosacárido representa dentro del valor total (Tabla
54), se puede señalar que en el caso de la zanahoria procesada hay un descenso en glucosa,
xilosa y manosa, sin embargo, celobiosa, galactosa/ramnosa y arabinosa aumentan. En la
remolacha las proporciones aumentan respecto a celobiosa, xilosa y manosa y hay un
descenso de glucosa, galactosa/ramnosa y arabinosa. En el nabo se producen incrementos en
celobiosa, glucosa y manosa, y descienden los demás.
El cálculo del parámetro retención para estos azúcares procedentes de la fibra alimentaria
(Tabla 76) refleja que en la zanahoria las variaciones más importantes se producen en
arabinosa (140,987+14 891), galactosa/ramnosa (119,840±19,423), ínanosa
(81 202+15,453) y xilosa (83,667+20 075), y las menores en glucosa (94,983±18,236)y
celobiosa (110 441 +25,623). En la remolacha las mayores modificaciones se refieren a
manosa (140,927±6,589) y celobiosa (131 903+9,616), seguidas de xilosa
(124 957+30,773) y glucosa (121,077±30,658),y de menos importancia en galactosa]
ramnosa (110 380+17,731) y arabinosa (106,232±14,191).En el nabo, celobiosa, glucosa
y xilosa presentan retenciones similares (115,813+12 638, 119,553+11 484, 110,997
+ 11,029), superiores al 100%, de la misma forma que en galactosa/ramnosa, arabinosa y
manosa (93 033±11476, 90,009+2 149, 89,933±19,648)son inferiores a dicho 100%.
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La redistribución de celobiosa y glucosa en la celulosa de zanahoria y remolacha puede ser
debida a que son muestras en las que no existe una diferencia tan importante como la
observada en el nabo, en lo que se refiere a la proporción en la que están presentes los
polisacáridos celulósicos y los no celulósicos, por lo que pequeñas modificaciones pueden
tener gran trascendencia. En el nabo predominan los polisacáridos celulósicos, mientras que
en zanahoria y remolacha hay mayor igualdad.
Al estudiar el porcentaje de cada monosacárido en el total de polisacáridos no celulósicos
(Tabla 59) cabe señalar un descenso de xilosa y de manosa y un aumento de
galactosa/ramnosa y arabinosa en la zanahoria procesada respecto a la fresca, y que en la
remolacha hay un aumento de xilosa y de manosa frente a descensos de galactosa/ramnosa
y arabinosa. En el nabo solo aumenta la xilosa, los demás monosacáridos disminuyen.
El valor medio de las retenciones de los monosacáridos neutros totales indica valores
superiores al 100% en las tres hortalizas (zanahoria: 107 293+14,834; remolacha:
114 152+18,767; nabo:109,553±7,868). En la zanahoria el aumento es debido,
fundamentalmente, a la contribución de arabinosa y de galactosa/ramnosa, en remolacha a la
práctica totalidad de los monosacáridos y en nabo a celobiosa, glucosa y xilosa.
Las retenciones superiores al 100% podrían ser indicativas de una mayor eficacia de la
hidrólisis ácida en los materiales procesados que en los frescos. El procesado daría origen a
una disposición estructural que permitiría una mayor eficacia del ataque ácido o bien
facilitada la acción hidrolítica al disolverse ciertos componentes.
2.2.3.4. Método espectrofotométrico para sustancias pécticas: 3,5-dimetilfenol
Los valores correspondientes a las sustancias pécticas, expresados en gramos de ácido
galacturónico por 100 gramos de materia húmeda, figuran en las tablas 60, 61 y 62, para
cada una de las hortalizas. Las retenciones se muestran en la tabla 75.
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El estudio estadístico revela que esta fracción presenta una mayor modificación que las que
se han estudiado hasta el momento, dado que las diferencias son significativas en zanahoria
y nabo, aunque no se detectan en el caso de la remolacha para el nivel de significación
establecido (a= 0,05). Los resultados obtenidos son siempre inferiores en los procesados que
en los frescos (Gráficos 39, 38 y 40).
La zanahoria es la muestra que presenta mayor regularidad en el descenso del contenido de
sustancias pécticas, como lo demuestran los coeficientes de variación de los resultados
siempre inferiores al 10%. En el nabo el procesado del lote 1 tienen una variación
ligeramente superior, así como los lotes 2 y 3 de la remolacha. El efecto del tratamiento da
lugar a modificaciones muy semejantes en las hortalizas estudiadas, destacando el caso de la
zanahoria.
Cuadro n0 19. Coeficientes de variación (%) obtenidos a partir de los resultados
de los tratamientos 1, II y III aplicados a cada lote.
ZANAHORIA (CV) REMOLACHA (CV) NABO <CV)
Fresca Procesada Fresca Procesada Fresca Procesada
Lote 1
Lote2
Lote 3
4,554
7,582
7,815
3,519
3,292
10,201
7,280
0,626
8,133
6,493
11,165
15,219
4,044
3,154
4,912
11,80
5,89
7,32
estadístico ohtenido a partir de los resultados de los tratamientos ¡.11 y Hl de cada lote
El descenso en el contenido en sustancias pécticas es muy similar en todas las muestras, corno
puede observarse por las retenciones calculadas: zanahoria= 76,411+7 857~ remolacha=
77 297+7 560; nabo= 73,777+3 581 Como se ha indicado anteriormente las diferencias
son significativas solo para zanahoria y nabo. El comportamiento de las muestras es muy
uniforme en el nabo (CV= 8,406%) y más disperso en remolacha (CV= 16,941%) y en
zanahoria (CV= 17,810%).
La cocción se acompaña normalmente de un ablandamiento de los tejidos y de cambios en la
textura. Esto sucede como consecuencia de la extracción de calcio de la región de la lámina
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media por medio de agentes quelantes adecuados, ej. citrato, y también debido al proceso
degradativo de fi-eliminación de pectinas. Se ha comprobado la degradación de las pectinas
de manzana por ¡3-eliminación durante el calentamiento con tampón fosfato a pH = 7, y estas
condiciones son semejantes a las que ocurren en los vegetales durante la cocción (Waldron
y Selvendran, 1990).
Para comprobar la presencia de ácido galacturónico en los líquidos de cocción se ha llevado
a cabo el método espectrofotométrico en dichos líquidos, obteniéndose valores se
corresponden con los porcentajes de pérdidas observados a partir de las retenciones, por tanto
se puede afirmar que el fenómeno que tiene lugar es fundamentalmente una solubilización.
El método espectrofotométrico del 3,5-dimetilfenol (Scott, 1979) y el enzimático-gravimétrico
de Asp para la fracción soluble de la fibra (Asp y col., 1983), determinan en teoría los
mismos componentes: sustancias pécticas. El primero de ellos cuantifica específicamente el
ácido galacturónico procedente de la hidrólisis de las pectinas y el segundo determina de una
forma mucho más grosera, por medio de precipitación y gravimetría, los mismos compuestos.
El comportamiento de la fracción soluble frente al procesado es muy distinto según la
metodología aplicada para su determinación. La fibra soluble (PS) experimenta aumentos en
las hortalizas procesadas mientras que las sustancias pécticas (SP) sufren pérdidas. La
diferencia de comportamiento observada se debe al distinto fundamento de los métodos
analíticos empleados e indica la presencia de otros compuestos, además de las sustancias
pécticas, en FS.
2.2.3.5. Comparación de los valores de fibra alimentaria total
Se pueden sumar los resultados de sustancias pécticas (SP) a los de FND, FI y polisacáridos
celulósicos y no celulósicos para obtener valores de fibra total. Del mismo modo el conjunto
de FI y de PS representa también un dato de fibra alimentaria total.
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a) FND+SP
Los valores correspondientes a cada hortaliza, expresados en g/100 g de materia húmeda,
figuran en la tablas 66, 67 y 68, y las retenciones en la 78.
Los resultados obtenidos en las hortalizas procesadas son inferiores a los de las frescas,
excepto en el lote 1 de la remolacha y en el 2 del nabo.
En el siguiente cuadro se pueden apreciar los porcentajes que representan FND y SP dentro
del valor de fibra total. Ninguno de los dos componentes modifica su contribución a la fibra
debido al tratamiento.
Cuadro n0 20. Porcentaje de FND y SP en FND + SP.
FND SP
Fresco Procesado Fresco Procesado
Zanahoria
Remolacha
Nabo
80,081
86,451
84,810
79,682
87,708
88,215
19,919
13,587
15,239
19,974
12,330
11,765
FND = Fibra Neutro Detergente; SP = Sustancias pécticas
Al considerar la fibra de esta manera, se observa que en el procesado se producen pérdidas
semejantes a las de FND porque este valor es el que más contribuye al de fibra total. En la
zanahoria la retención es de 76,362+4 308, en la remolacha de 85,363+14 202 y en el nabo
96 907+ 12 031. En las tres hortalizas se aprecia alguna modificación y de forma más
acusada en la zanahoria.
El estudio estadístico indica que remolacha y nabo no han sufrido modificaciones cuantitativas
significativas (a= 0,05), pero sí la zanahoria en la que existen diferencias tanto en FND
como en SP.
b) FI+SP
Según los datos que figuran en las tablas 66, 67 y 68 se puede apreciar que el valor de
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FI+SP es inferior en las hortalizas procesadas que en las frescas, excepto en el lote 1 de la
remolacha y en el lote 2 del nabo. No existen diferencias significativas (a= 0,05) en ninguno
de los casos. Aunque sí hay diferencias respecto a sustancias pécticas, el valor mucho más
elevado de FI hace que la fibra total no difiera.
Los tantos por ciento de FI y de SP en el valor total se resumen a continuación:
Cuadro n0 21. Porcentaje de FI y SP en FI + SP.
FI SP
Fresco Procesado Fresco Procesado
Zanahoria
Remolacha
Nabo
71,846
86,986
82,514
76,229
78,291
85,782
28,154
13,014
17,486
23,955
11,809
13,886
FI = Fibra Insoluble (método de Asp); SP = Sustancias pécticas
La proporción en que se encuentran FI y SP en el resultado total sólo presenta ligeras
variaciones en zanahoria y nabo, donde el material procesado presenta un mayor porcentaje
de FI en la suma total, hecho lógico si se tiene en cuenta el descenso experimentado por las
sustancias pécticas.
En la remolacha el tratamiento da lugar a modificaciones cuantitativas del mismo orden que
en el caso de FND+SP para cuantificar la fibra total como indica la retención calculada
(84 437+15,668). En el nabo la incidencia es mayor en este caso (93 093+5 473) y en la
zanahoria menor (89,731+4 936) (Tabla 78).
c) FI-4-FS
Esta fracción no sufre modificaciones como consecuencia del tratamiento como se deduce del
análisis devarianza aplicado (a= 0,05). Los resultados figuran en las tablas 66,67,68 y 78.
A pesar de no existir diferencias significativas si se estudia la proporción de FI y de FS en
el valor FT se observa claramente que hay una redistribución de componentes en todas las
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muestras. Así, en el procesado la proporción de FI disminuye y la de FS aumenta, como se
indica en el siguiente cuadro:
Cuadro n0 22. Porcentaje de FI y FS en FI’.
FI FS
Fresco Procesado Fresco Procesado
Zanahoria
Remolacha
Nabo
61,815
71,944
71,379
50,946
62,679
61,838
38,185
28,056
28,621
48,500
37,067
37,904
Fi = Fibra Insoluble (método de Mp); FS = Fibra Soluble (método de Asp)
Este hecho se puede justificar, por un lado por el aumento que experimenta FS y que hace
que FI disminuya proporcionalmente, y por otro por la posible redistribución de componentes
entre FI y FS.
Al comparar el comportamiento de las tres hortalizas se aprecia que zanahoria y nabo
experimentan una ganancia a la que contribuyen fundamentalmente los valores de FS del
procesado, como se vió en el apartado correspondiente. Las retenciones calculadas son para
zanahoria, 115 48+7 353, y para el nabo, 112,298±8,181.En el caso de la remolacha la
fracción FT es menos sensible que las dos anteriores, siendo la retención de 98,617+ 17 664.
d) NSP
Los resultados correspondientes a esta fracción, que se obtienen por la suma de polisacáridos
celulósicos, polisacáridos no celulósicos y sustancias pécticas, expresados en g/100 g de
materia húmeda, figuran en las tablas 63, 64 y 65, y las retenciones en la 78.
La comparación entre fresco y procesado revela que no existen diferencias significativas (a=
0,05) entre ellos. Sin embargo, cada muestra presenta un comportamiento peculiar en relación
a lo observado en los casos anteriores. En el nabo el comportamiento es semejante al
observado para FI+FS, con una retención de 101,823+6 467, mientras que en la zanahoria
la tendencia a experimentar pérdida es similar a la de FND+SP y FI+FS, siendo la retención
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de 94 452+9,687. Sin embargo, la remolacha en esta fracción tiene un comportamiento
diferente a los otros tres casos (FND+SP, FI+SP y FI+FS), presentando retenciones
superiores al 100% (106 743+16,455).
Todos los procedimientos para evaluar la fibra alimentaria total reflejan gran homogeneidad
en la respuesta al tratamiento térmico. Tanto para FND+SP, como para FI+SP, FI+FS y
NSP se observan valores de coeficientes de variación comprendidos dentro de unos límites
aceptables. Solamente el procesado del lote 1 de la remolacha pan FND+SP, y en el
procesado del lote 3 para FI+SP se observa una mayor heterogeneidad.
Cuadro n0 23. Coeficientes de variación (%) obtenidos a partir de los resultados
de los tratamientos 1, II y III aplicados a cada lote.
FNJ.~+SP ZANAHORIA (CV) REMOLACHA (CV)
Fresca Procesada Fresca Procesada
NABO (CV)
Fresca Procesada
Lote 1 9,396 10,059 1,933 15,984 1,130 5,091
Lote 2 2,386 1,767 2,984 1,790 3,676 6,999
Lote 3 6,826 4,290 1,304 5,428 3,626 3,457
tmestadístico obtenido a partir de los resultados de los tratamientos 1,11 y 111 de cada lote
Cuadro n0 24. Coeficientes de variación (%) obtenidos a partir de los resultados
de los tratamientos 1,11 y III aplicados a cada lote.
fl+SP ZANAHORIA (CV) REMOLACHA (CV)
Fresca Procesada Fresca Procesada
NABO (CV)
Fresca Procesada
Lote 1 6,440 7,046 5,031 5,484 0,931 4,927
Lote 2 6,856 5,071 1,821 3,283 8,211 7,362
Lote 3 9,549 5,032 3,191 13,825 1,575 1,832
obtenido a partir de los resultados de los tratamientos I,H y 111 de cada lote
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1estadístico
Cuadro n0 25. Coeficientes de variación (%) obtenidos a partir de los resultados
de los tratamientos 1, II y III aplicados a cada lote.
fl+FS ZANAHORIA (CV) REMOLACHA (CV) NABO <CV)
Fresca Procesada Fresca Procesada Fresca Procesada
Lote 1 7,194 7,591 2,580 4,945 1,957 8,316
Lote 2 4,188 0,903 4,218 5,212 6,197 8,526
Lote 3 4,754 7,898 2,354 9,142 1,133 2,646
1estadístico obtenido a partir de los resultados de los tratamientos 1,11 y III de cada lote
Cuadro n0 26. Coeficientes de variación (%) obtenidos a partir de los resultados
de los tratamientos 1, II y III aplicados a cada lote.
NSP ZANAHORIA (CV) REMOLACHA (CV) NABO (CV)
Fresca Procesada Fresca Procesada Fresca Procesada
Lote 1 3,486 3,094 6,158 8,738 4,279 3,498
Lote 2 2,504 10,636 6,988 2,988 2,021 2,841
Lote 3 6,000 12,102 2,543 2,693 2,525 5,700
estadístico obtenido a partir de los resultados de los tratamientos 1,11 y 111 de cada lote
2.2.4. Estudio del contenido en azúcares solubles en las hortalizas frescas y procesadas
2.2.4.1. Método cromatográfico (HPLC)
El contenido en azúcares solubles (fructosa, glucosa y sacarosa) de cada una de las hortalizas
figuran en las tablas 69, 70 y 71. Al estudiar los resultados de las muestras procesadas se
observan descensos respecto a las frescas en todos los casos. El análisis estadístico de los
mismos indica que no todos los azúcares se comportan de igual forma durante el tratamiento
térmico. Se observan variaciones significativas (a = 0,05) en fructosa, glucosa y sacarosa en
la zanahoria, y también en la sacarosa en el caso del nabo.
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Los coeficientes de variación calculados para los resultados de cada lote indican gran
homogeneidad en todos ellos.
Cuadro n0 27. Coeficientes de variación (99 obtenidos a partir de los resultados
de los tratamientos 1, II y III aplicados a cada lote.
ZANAHORIA (CV) REMOLACHA (CV) NABO (CV)
Fresca Procesada Fresca Procesada Fresca Procesada
Lote 1
Lote 2
Lote 3
6,033
4,153
3,094
3,807
7,649
5,813
5,679
5,287
5,442
2,259
2,699
4,464
1,084
0,627
3,756
10,557
3,031
7,664
1estadfstico obtenido a partir de los resultados de los tratamientos 1,11 y III de cada lote
En cuanto a las retenciones (Tabla 80), la fructosa presenta un valor semejante en las tres
hortalizas: zanahoria, 60433+8,117, remolacha, 63 663+6 183, y nabo, 63,313±6,988.La
glucosa tiene un comportamiento semejante en zanahoria y remolacha (57,529+5 145 y
57 317+11 060), mientra que el nabo tiene una retención superior (69,387±7,459).La
sacarosa es el azúcar que tiene un comportamiento más peculiar dentro de cada hortaliza. Así,
el mayor descenso lo experimenta el nabo (46,312+9 134), a continuación la zanahoria
(58 383+3 933) y por último la remolacha (66,247+ 10 S40).
Los coeficientes de variación de las retenciones indican una escasa dispersión de los
resultados en las tres hortalizas, sobre todo en la zanahoria.
En todos los casos se producen solubilizaciones en el agua de cocción, detectándose en los
líquidos proporciones de azúcares semejantes a las pérdidas que experimentan las muestras.
El descenso de los azúcares solubles en las hortalizas procesadas es de distinta magnitud
según el azúcar de que se trate y está influido, además de por la cantidad inicial en el
material fresco, por la hortaliza de que se trate. Así, por ejemplo, la sacarosa presenta igual
valor de retención en zanahoria, remolacha y nabo, aunque en la remolacha se encuentra en
mínimas proporciones.
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2.2.4.2. Método espectrofotométrico del ferricianuro potásico
Los resultados obtenidos en las hortalizas frescas y procesadas figuran en las tablas 72, 73
y 74 para cada hortaliza. Las retenciones se muestran en la tabla 79.
Los azúcares solubles son sensibles al tratamiento térmico en medio acuoso, obteniéndose
diferencias estadísticamente significativas (a= 0,05) entre los contenidos de las muestras
antes y después de procesarías.
Se observa también que no hay variabilidad entre los diferentes lotes de una misma muestra
en ningún caso.
Cuadro n0 28. Coeficientes de variación (%) obtenidos a partir de los resultados
de los tratamientos 1, II y III aplicados a cada lote.
ZANAHORIA (CV) REMOLACHA (CV) NABO (CV)
Fresca Procesada Fresca Procesada Fresca Procesada
Lote 1
Lote 2
Lote 3
2,144
0,675
0,584
3,958
2,188
1,257
3,054
3,367
1,890
6,262
3,550
24,307
2,472
2,663
7,899
11,522
7,965
14,745
La cocción da lugar a pérdidas semejantes en las tres muestras, como se deduce de los
valores de las retenciones calculadas: zanahoria, 62,173+5 305, remolacha, 68,393 + 13 258,
y nabo, 66,271+4 210, La variación de las retenciones calculadas es muy baja en todas las
muestras.
Para comprobar la presencia de monosacáridos en los líquidos de cocción, se realiza la
colorimetría del ferricianuro potásico en una parte alícuota de dichos líquidos obteniéndose
resultados semejantes a las pérdidas experimentadas. La presencia de azúcares solubles en los
líquidos indica, igual que en el caso de las sustancias pécticas, solubilizaciones durante el
procesado.
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2.2.4.3. Estudio de la distribución de azúcares solubles y monosac&iridos que forman la
fibra alimentaria.
En los gráficos 39, 40 y 41 se aprecia la distribución de los monosacáridos que integran la
fibra alimentaria y de los azúcares solubles considerando la suma total de estos dos grupos
de azúcares.
Los azúcares correspondientes a la fibra alimentaria presentan porcentajes semejantes en
fresco y procesado: zanahoria (fresco = 16,451, procesado = 19,089); remolacha (fresco =
16,236, procesado = 18,636); nabo (fresco = 32,085, procesado = 35,006).
Sin embargo en los azúcares solubles se aprecia un descenso en el porcentaje de participación
en los materiales procesados respecto a los frescos: zanahoria (fresco = 83,548, procesado
— 56,495); remolacha (fresco = 83,764, procesado = 53,829); nabo (fresco = 67,915,
procesado = 44,369). Este descenso se justifica en virtud de la pérdida de azúcares solubles
experimentada durante la cocción que ha sido de 24,416% en zanahoria; 27,535% en
remolacha y 20,625% en nabo.
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2.3. DISCUSION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS POR MICROSCOPIA
OPTICA
El procesado térmico de productos vegetales origina, como efecto más importante, cambios
en la textura de los mismos. Dichas modificaciones de la textura están relacionadas con la
organización estructural y composición química de la pared celular.
Se ha estudiado por microscopia óptica diferentes zonas de las raices antes y después del
procesado para observar el aspecto de la pared celular y detectar posibles cambios
estructurales, así como confirmar la presencia de los constituyentes de la fibra alimentaria.
hortalizas.
2.3.1. Generalidades
Las tres especies estudiadas son raíces de almacenamiento. Como tales raíces presentan en
su anatomía una fuerte asociación entre las células de reserva (parénquima) y las células de
los tejidos conductores, que es resultado del crecimiento secundario que sufren.
En la zanahoria se produce un excesivo desarrollo del parénquima (Fotografía n0 1) que
determina que el órgano se haga carnoso. En la remolacha, como en el resto de las
Chenopodiaceae, al activarse diferentes tejidos cambiales se van formando numerosas capas
de tejido secundario, los haces vasculares se disponen dispersos en círculos concéntricos
intercalados por una gran cantidad de parénquima (Fotografía n0 2). En el nabo se puede
apreciar el crecimiento que suele ser típico de otras Brassicaceae: el parénquima crece, en
él posteriormente se activa el cambium que a su vez originará nuevo parénquima junto con
el tejido conductor secundario (Fotografía n0 3).
En el estudio al microscopio óptico, el aspecto de las células del material procesado es
distinto al de las células del material fresco (Fotografías n0 4, 5, 6, 7, 8 y 9). Este diferente
aspecto podría deberse a un incremento de la humedad en las células de las muestras
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procesadas, incremento que ha sido comprobado en el análisis químico de zanahoria,
remolacha y nabo. Pero también otras variaciones que se producen en el contenido celular
pueden estar relacionadas, por ejemplo:
-La modificación que el almidón sufre durante el procesado, que se puede observar
por diferencias obtenidas en el tratamiento de las muestras con la solución de lugol, reactivo
de identificación del almidón.
-La pérdida de sólidos solubles que, de acuerdo con el análisis químico, se produce
durante el procesado también podría afectar a la distinta apariencia presentada por las células
al microscopio.
-En la remolacha se produce una salida de antocianos desde las vacuolas (Fotografía
n0 2), que además de afectar al color de la preparación puede influir en la apariencia de las
células que se observan.
-En la zanahoria se detectan también ciertos cambios en la presencia de los
cromoplastos que contienen los carotenoides típicos de esta raíz (Fotografía n0 5).
Por último se pueden señalar las alteraciones en la estructura que según Waldron y
Selvendran (1990) se pmducen en los pectatos cálcicos de la pared celular durante el
cocinado, que podrían contribuir a la observación de una superficie celular con apariencia
distinta.
2.3.2. Celulosa y hemicelulosas
Las celulosas son uno de los principales polisacáridos de la pared celular primaria y también
se presentan en la pared secundaria. En ésta el componente mayoritario es la celulosa.
En el reconocimiento de la celulosa y las hemicelulosas se ha utilizado la reacción del cloruro
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de zinc yodado. Este reactivo identifica a celulosa y hemicelulosas originando un color azul
(Jensen, 1962). En ocasiones este color azul se observa algo diferente en el material fresco
que, en el procesado (más violeta-rojizo) (Fotografías n0 10, 11, 12 y 13). La diferencia de
tonalidad podría deberse a una posible alteración de la estructura molecular, sobre todo de
las hemicelulosas, como consecuencia del proceso térmico al que se somete el material, de
forma similar a lo que la bibliografía indica que ocurre en la reacción del almidón con la
solución de yodo-yoduro potásico que da tono de color diferente según la proporción de
dextrinas que se presenten (Jensen 1962; Johansen, 1940).
2.3.3. Sustancias pécticas
En la célula vegetal, las sustancias pécticas suelen encontrarse en forma de pectatos, como
componentes mayoritarios de la lámina media de la pared celular. Uno de sus reactivos de
identificación más utilizados en microscopia óptica es el rojo de rutenio.
El estudio microscópico utilizando la reacción de rojo de rutenio, no revela diferencias
significativas en el contenido de pectatos de la lámina media entre el material fresco y el
procesado. Esta observación puede generalizarse para la totalidad de la estructura radicular
(corteza y cilindro vascular) en zanahoria (Fotografías n0 14 y 15), remolacha (Fotografías
n0 16 y 17) y nabo (Fotografían0 18 y 19).
2.3.4. Li2nina
En la estructura de las raíces estudiadas las células lignificadas se limitan a los vasos del
xilema (Selvendran, 1992). En el estado de madurez en que zanahoria, remolacha y nabo son
aptos para el consumo, el xilema está relativamente poco desarrollado, lo que hace que la
contribución del contenido de lignina en el contenido total de fibra no sea muy significativo
comparado, por ejemplo, con el de pectinas o el de celulosa.
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El estudio de los tejidos lignificados se ha realizado mediante la reacción de la floroglucina
clorhídrica que tiñe las células lignificadas de color rojo-rosa (Fotografías n0 20 y 21) y el
método de la doble tinción que utiliza el verde yodo como reactivo especifico de la lignina
(Fotografía n0 22). En ambos casos no se observan diferencias en la presencia de lignina
entre el material fresco y el procesado lo que induce a pensar que las condiciones de este tipo
de procesado no son suficientes para alterar la estructura de la lignina situada en las paredes
de los vasos del xilema.
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IV CONCLUSIONES
CONCLUSIONES
Del estudio realizado y de los resultados obtenidos en el mismo, se pueden deducir las
siguientes conclusiones respecto a:
1.- Métodos analíticos empleados
:
1) Los métodos gravimétricos (químicos y enzimáticos), precisos, sencillos y económicos,
requieren, según su fundamento,correcciones relativas a las cenizas y proteínas que pueden
contaminar el residuo de fibra. Los resultados experimentales confirman la presencia de estos
compuestos mayoritariamente en los residuos procedentes del método enzimático. La mayor
o menor presencia de otros compuestos distintos a los polisacáridos no almidón está
directamente relacionada con el alimento que se analiza.
2) Los métodos cromatográficos, Cromatografía Líquida de Alta Eficacia y Cromatografía
de Gases, proporcionan más información que los métodos gravimétricos acerca de los
monómeros que constituyen la fibra alimentaria, aunque requieren más tiempo y equipo
instrumental especifico. Se obtiene una buena recuperación y separación de los
monosacáridos, y en el caso de la cromatografía líquida, se propone, por los resultados
obtenidos, el empleo de una resma de intercambio aniónico para la neutralización del
hidrolizado y una columna con un relleno de resma en forma iónica para la separación de los
azucares neutros.
3) De los métodos cromatográficos empleados, la cromatografía líquida de alta eficacia ofrece
mayor información que la cromatografía gaseosa sobre los posibles oligosacáridos presentes
(celobiosa, celotriosa), pero en este último caso la resolución de los monosacáridos es mejor
al conseguir separar galactosa y ramnosa.
4) La determinación de polisacáridos pécticos requiere más estudios para llegar a conseguír
una metodología más adecuada. La cuantificación por el método de Asp da lugar a errores
por exceso al incluir en la fracción soluble otros compuestos distintos de las sustancias
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pécticas y en el caso de los métodos espectrofotométricos, como el de Scott, solo se valora
el ácido galacturónico y no los constituyentes monosacáridos de las mismas. El último
método, utilizado en este trabajo, es el más adecuado dentro de los espectrofotométricos por
no presentar interferencias con hexosas y pentosas.
5) Del estudio realizado sobre distintos métodos para la determinación de fibra alimentaria
se deduce que se deben utilizar en función de los objetivos que se pretendan y del tipo de
alimento que se vaya a analizar. Los métodos gravimétricos son útiles en análisis de rutina
y los cromatográficos para caracterizar los distintos componentes de la fibra.
Independientemente del método elegido, es necesario especificarlo en orden a una utilización
más correcta de los resultados obtenidos y a su posible comparación, si bien es deseable
establecer un método aceptado por todos los investigadores de forma unánime.
6) Respecto a la determinación de la fracción de azúcares solubles se puede indicar que los
métodos cromatográficos proporcionan más información que los espectrofotométricos acerca
de los distintos monómeros; sin embargo, de cara a una cuantificación global, los resultados
que se obtienen son similares en ambos métodos: cromatográfico y espectrofotométrico;
ambos presentan una exactitud y precisión óptimas.
II.- Caracterización de la fibra alimentaria y azúcares solubles de las hortalizas
estudiadas
:
7) De las hortalizas estudiadas, la remolacha presenta el máximo contenido de fibra
alimentaria, expresada como FT= 3,35g/100 g m.h. o como NSP= l,63g/l00 g m.h.. De
los resultados obtenidos se puede deducir una presencia importante de hemicelulosas,
calculadas por la diferencia entre FND y FAD. Este hecho coincide con la mayor presencia
de polisacáridos no celulósicos (0,71g/100 g m.h.) respecto a los celulósicos( 0,56g/l00
m.h.), determinados por cromatografía líquida de alta eficacia, y el bajo contenido en ácido
galacturónico (O,40g/lOO g m.h.).
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8) La zanahoria destaca por proporcionar el mínimo aporte de fibra (FT= 2,03g/l00 g m.h.;
NSP= l,37g/100 g m.hj, así como por contener la máxima cantidad de sustancias pécticas
(SP= 0,55g ácido galacturónico¡lO0 g m.h.), hecho que coincide con la presencia de una
concentración alta de galactosa y ramnosa,constituyentes importantes de las sustancias
pécticas, entre los monosacáridos procedentes de la fibra. Dentro de los polisacáridos no
almidón destaca la semejanza entre los celulósicos (0,44g/l0O g m.h.) y los no celulósicos
(0,44g1100 g m.h.).
9) El nabo ofrece un contenido de fibra alimentaria (FT= 2,02g/l00 g m.h.; NSP=
1 ,46g/í0O g m.h.) semejante a la zanahoria e inferior a la remolacha. Al analizar cromatogra-
ficamente los monosacáridos que se obtienen por hidrólisis de la fibra se observa que la
glucosa es el azúcar mayoritario, con mucha diferencia respecto a los demás, lo que coincide
con una mayor presencia de polisacáridos celulósicos (0,71g/100 g m.h.) respecto a los no
celulósicos (0,44g/100 g m.h.).
10) De las hortalizas estudiadas, la remolacha, igual que ocurre con la fibra alimentaria, es
la que presenta un contenido más alto de azúcares solubles (7,30g/lO0 g m.h.), a diferencia
de la zanahoria (2,97g/100 g m.h.) y del nabo (2,72g/l00 g m.hj. En la remolacha, la
sacarosa es el azúcar predominante seguido de glucosa y de fructosa. En la zanahoria también
predomina el disacárido, pero glucosa y fructosa está más equilibradas. Destaca el caso del
nabo por contener una proporción muy elevada de glucosa, a continuación fructosa y la
sacarosa en cantidad muy pequeña. La proporción de cada azúcar, en el total de esta fracción
es, característica de cada tipo de hortaliza.
11) El estudio por microscopia óptica confirma la presencia, en la pared celular de las
hortalizas estudiadas, de los componentes principales de la fibra alimentaria: celulosa,
hemicelulosas y sustancias pécticas.
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III.- Efecto de la cocción en la fibra alimentaria y azúcares solubles de las hortalizas
estudiadas
:
12) A la hora de comparar los resultados obtenidos en las hortalizas frescas y en las
procesadas es necesario tener en cuenta, no sólo la diferencia de humedad entre ellas, sino
también, y principalmente, la pérdida de sólidos por solubilización en el agua de cocción que
da lugar a aparentes aumentos en los procesados, que se deben unicamente a incrementos
proporcionales a la pérdida de sólidos. Se propone la aplicación de un factor de corrección
a los resultados procedentes de las muestras procesadas.
13) La fibra ácido detergente experimenta pérdidas no significativas en el procesado. Se
podría hablar de un residuo más estrictamente formado por celulosa y lignina después del
tratamiento térmico al solubilizarse en el agua de cocción compuestos, como hemicelulosas
y proteínas, que contaminan la FAD.
14) El residuo FND experimenta, igual que en el caso del FAD, pérdidas tras el tratamiento
de cocción que son significativas únicamente en el caso de la zanahoria. Las sustancias
pécticas pueden contaminar el residuo neutro detergente y, precisamente, en la zanahoria que
presenta un contenido más alto en esta fracción es donde la diferencia FAD/FND es
significativa.
15) La fibra insoluble determinada por el método enzimático-gravimétrico de Asp sufre
pequeñas oscilaciones en distinto sentido, según el lote de que se trate, que no son
significativos en ningún caso. Las diferencias más acusadas se observan en la remolacha que
es la hortaliza con un contenido más elevado en polisacáridos no celulosicos.
16) La fibra soluble determinada por el método de Asp da resultados más elevados en los
procesados que en los frescos, siendo las diferencias significativas en la zanahoria y en la
remolacha, pero no en el nabo. El aumento de la fibra soluble se puede atribuir a la presencia
de otros compuestos distintos de las sustancias pécticas.
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17) Al estudiar comparativamente los resultados de fibra insoluble y de fibra soluble en las
muestras frescas y procesadas se puede indicar que se produce una redistribución de las dos
fracciones después del tratamiento. En los procesados se produce un descenso de la fibra
insoluble y un incremento de la soluble.
18) Los resultados obtenidos aplicando el método de cromatografía líquida de alta eficacia
indican que no se producen modificaciones significativas de los distintos monosacáridos que
constituyen la fibra alimentaria.
19) La mayor modificación de la fibra alimentaria de las hortalizas estudiadas se observa en
las sustancias pécticas, determinadas espectrofotométricamente como ácido galacturónico.Se
producen pérdidas por solubilización (zanahoria=24%; remolacha= 23%; nabo= 26%).
20) Los azúcares solubles sufren pérdidas importantes por solubilización en el agua de
cocción que dependen del azúcar de que se trate y de la hortaliza estudiada.
21) El estudio microscópico revela que el aspecto de las células del material procesado es
diferente que el de las células del material fresco, debido a modificaciones del contenido en
humedad, a alteraciones de la estructura de los pectatos cálcicos y hemicelulosas en la pared
celular durante el proceso de cocción.
22) El estudio actual de las investigaciones sobre la fibra alimentaria indica que quedan aún
muchas cuestiones por elucidar y que falta acuerdo entre los científicos. El presente trabajo
contribuye al conocimiento de diferentes aspectos de la fibra alimentaria por el estudio de los
métodos analíticos más importantes, por la puesta a punto de una técnica de Cromatografía
Líquida de Alta Eficacia y por el estudio realizado sobre materiales frescos y procesados,
principalmente respecto a la forma de realizar la comparación entre ellos y el factor de
corrección que se debe aplicar a los resultados obtenidos en las muestras procesadas.
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